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JEDIS : M...

A TOUS LES CHAMPS MAGNETIQUES!

J'aimerais ici nommer toutes celles et tous ceux qui ont accompagné ou simplement
croisé mon chemin pendant ces (presque) quatre années, le faisant dévier au gré des
caprices d’un sujet que I'on m’a rapidement annoncé comme difficile et « casse-dents »
(pour ne pas dire plus), me relevant lorsque je trébuchais, me poussant et tirant lorsque
j'étais tentée de m’arréter tout net, me prenant par le bras pour me faire faire quelques
pas en arriere ou changer d’angle de vue, sortir de I'impasse, respirer un air plus frais,
bref, celles et ceux sans qui ces pages et pensées n‘auraient probablement pas pris cette
forme, qui est ce qu’elle est, mais a le mérite d’étre l1a, et de m’avoir tant appris.

L'ordre d’apparition des personnages compte, en général, dans la narration. Bien que je
ne puisse m’en affranchir tout a fait, j'aimerais ici faire I'éloge du désordre et du hasard,
contingence de la mémoire qui jette les noms sous les doigts sans distinction de classe,
ni protocole. Tous sont importants. J’en oublierai sirement sur le papier, mais ils sont
bien 13, flottant quelque part dans et entre les lignes.

Au commencement, il y eut une présence, une parole, une confiance. Puis des échanges
a batons rompus et des encouragements sans cesse renouvelés. Ashod a toujours cru
que j'en viendrais a bout, et a été la tout au long de ce sinueux chemin, le suivant de
trés pres, puis de trés loin. "Merci" n'est pas le mot approprié, mais permets-moi de le
prononcer.

Fort heureusement, je fis la rencontre de l'initiateur scientifique et ordonnateur financier
de ces travaux de theése, Philippe Verger, qui me donna l'opportunité d’entamer et de
poursuivre jusqu’au bout ce « passage initiatique » (paraitrait en effet que je me sois
humainement nettement améliorée), acceptant de se lancer dans une coopération avec
la Tunisie et d'orienter la thése sur le "cap épidémiologie" (rebaptisé pour la peine "cap
de la bonne espérance"). Je souhaite avant tout le remercier pour la grande liberté qu’il
m’a octroyée, et pour la confiance qu’il a placée en moi. Elle fut parfois synonyme de
solitude, mais jamais de traversée du désert. Je ne regrette rien.

Jean-Luc Volatier a de son c6té eu I'audace de s'engager dans le premier co-financement
et co-encadrement de thése INRA-AFSSA (garde partagée), événement historique (et
non chimérique) me mettant un pied dans la recherche, I'autre dans I'opérationnel (qui le
gauche, qui le droit, allez savoir, I'essentiel est de ne pas faire le grand écart). Il a
toujours répondu a mes appels et j'ai beaucoup appris a son contact (en fait, presque
tout ce que je sais sur I'évaluation des expositions alimentaires!). Sa bienveillance et nos
discussions me manqueront.

Un grand merci également aux membres de mon comité de pilotage de thése, mis en
place a l'issue du « naufrage de la premiére année », passée a monter un protocole de
repas dupliqués qui n‘aura pas dépassé le stade papier. Sylvaine Cordier aura été de trés
bon conseil et, ce dont je la remercie, soucieuse de mon avenir ; Bénédicte Stengel n'a
pas ménagé son temps pour m‘aider sur les aspects rénaux de la thése auxquels je ne
connaissais rien de rien ; Frangoise Clavel est restée a I'’écoute. Nos rendez-vous sur
pilotis, loin de la houle, ont été comme une boussole lorsque le vent tournait.

Michele Solfrizzo, notre partenaire chimiste italien, fut également impeccablement
disponible, patient et toujours amical. Cécile Couchoud accepta de prendre le train du
registre en marche alors qu’elle était elle-méme lancée a grande vitesse, un franc merci
pour sa précieuse relecture.



J'ai eu la chance immense, pendant ces années de thése, d'effectuer de nombreux
voyages en terres tunisiennes. Ce fut ma plus belle expérience humaine. Rencontre avec
un pays de contraste, un peuple qui souffre en restant debout, et des enseignants-
chercheurs engagés. Hassen Bacha fut le compagnon de toutes les épreuves, pratico-
pratiques comme poétiques, et je garderai longtemps un souvenir vivant de ces missions,
concentrés d'actions et d'émotions, de science et d'amitié. Toute son équipe a épaulé ce
travail, en particulier Wafa Hassen, la belle et brillante tunisienne, et Abdellatif Achour, le
néphrologue aux mille mosquées. L'équipe terrain de Bou Salem (médecins, infirmiers,
laborantins et surveillant général) fit un travail remarquable dans une ambiance
chaleureuse lorsque j'apprehendais cette premiere expérience « manageriale », qui plus
est a l'étranger. A vous toutes et tous, Léila fleur des sables, Houda tout feu tout
flamme, Adel belle humeur, Abdel-Aziz, Naziha, Fava et Mouldi, un immense sourire en
forme de MERCI. Assorti d'une pensée reconnaissante pour les personnes ayant accepté
de se préter a la recherche en faisant pipi dans un petit pot le matin au réveil, chapeau !

Les travaux tunisiens n’auraient bien s(r pas été possibles sans la coopération des
partenaires institutionnels. Ministére de la santé publique (Noureddine Cherni et Ichem
Trimech en particulier), direction régionale de la santé publique du Nord-Ouest tunisien
et hopital régional de Bou Salem ont transmis les données rénales nationales, donné leur
accord officiel, facilité ou trés concrétement soutenu le travail de terrain.

La plupart des thésards "scientifiques" francais (j'ai ici une pensée émue pour mes
homologues "littéraires" et étrangers que je sais étre "sans bureau fixe") ont un lieu de
travail a eux, un coin de paillasse, parfois méme assorti d'un coin de table et d'un
ordinateur, pour saisir des résultats et écrire des articles, voire rédiger leur thése, mais
aussi pour rester ouvert sur le monde, connectés en somme. J'ai quant a moi eu la
chance de disposer de deux lieux de villégiature qui n'avaient rien du placard ni de la
souriciére. Travail quotidien, soucis techniques, moments de détente autour d’un café ou
d’une douceur, il fit bon se rendre été comme hiver a l'unité Mét@risk de I'INRA et la
DERNS de I’AFSSA. Une pensée spéciale pour Gloria Calamassi-Tran, I’'élégante, qui m’a
trés vite ouvert son monde tout de couleurs et de belles lettres ; Sandrine Lioret, la
souriante, rayon de soleil et main tendue ; Claire Evans, "the fastest and funniest
secretary in the world" ; et Nadine Flavigny, la généreuse, qui pense a tout, a toutes et a
tous. Eloisa, Amélie et Jessica ont su adoucir par de charmants déjeuners les mois de
rédaction bien austéres de ce printemps-été.

Je remercie également solennellement le portable de Fabien (et son propriétaire avec) de
ne pas avoir planté au milieu de mes simulations SAS interminables car mal (c'est-a-dire
pas) optimisées.

Et puis, il y a eu les oreilles grandes ouvertes, amis de toujours et d’'un jour, Mont
Toupkal m’accueillant en pleine tempéte comme en mer d’huile a la noisette (la couleur
de tes yeux, Nadia), maman et famille inquiétes faisant de leur mieux pour étre
compréhensives, camarades de théatre me rappelant au bon souvenir de mon corps et
de lI'imaginaire quand la téte-béte devenait trop envahissante, bref, celles et ceux qui
m’ont maintenue vivante et aimante. Benjamin, ma tourmente et mon repos, que ton
nom soit ici couché.
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RESUME

Contexte et objectif de la recherche

La réalit¢ et I'importance des effets sanitaires de 1’exposition a l’ochratoxine A (OTA), une
mycotoxine ubiquitaire de I’alimentation, posent encore aujourd’hui de nombreuses questions.
L’évaluation du risque lié a 'OTA s’est en effet jusqu’ici essentiellement fondée sur des travaux
expérimentaux chez I’animal (néphrotoxicité et cancérogénicité), en raison notamment de difficultés
méthodologiques inhérentes a 1’étude des risques faibles d’une part et a 1’étiologie des affections
rénales d’autre part. Notre objectif global est d’apporter de nouveaux €léments qualitatifs et
quantitatifs dans I’évaluation du risque lié a ’OTA, ce en adoptant des approches d’observation et de
modélisation.

Matériels et méthodes

Nos recherches s’inscrivent dans les populations francaise, pour laquelle les résultats de 1’évaluation
de I’exposition interrogent les méthodes utilisées, et tunisienne, dans laquelle d’une part une affection
rénale chronique de type interstitiel et idiopathique est suspectée par certains néphrologues d’étre
endémique et liée a 'OTA. D’autre part les conditions climatiques et les habitudes alimentaires
favoriseraient le développement de moisissures productrices d’OTA et I’exposition a cette toxine.
Nous développons trois approches épidémiologiques: (1) une description de I’incidence des
insuffisances rénales chroniques terminales traitées (IRCT) en Tunisie sur la période 1992-2001
s’intéressant notamment aux pathologies primaires (en particulier : néphropathies interstitielles) et aux
variations régionales ; (2) un travail de modélisation de I’exposition de la population francaise avec
étude de sensibilité relative a la variabilité des données de contamination et de consommation et a
Iincertitude liée au modele ; (3) la mise en place d’une étude épidémiologique de type transversal et
multicentrique en population tunisienne, le protocole OTARI (OTA, Tunisie, Alimentation, Rein,
Investigation), dans lequel I’exposition a I’OTA et d’éventuels effets néphrotoxiques infra-cliniques
sont recherchés a I’aide d’indicateurs et de marqueurs biologiques.

Principaux résultats

(1) La transition épidémiologique décrite en Tunisie est visible au niveau rénal via I’évolution de
I’incidence de I'IRCT au cours des 10 dernieres années. En effet, nous observons une importance
considérable quoique décroissante des pathologies primaires d’origine infectieuse et une augmentation
forte des cas liés a une affection chronique (diabéte ou hypertension artérielle). Les causes
interstitielles sont également en forte progression, possiblement liées a des expositions toxiques
(médicaments et mycotoxines). La prépondérance des causes indéterminées et un acces encore inégal
aux soins spécialisés limitent toutefois I’interprétation. (2) La variabilité des données de contamination
par I’OTA peut étre prise en compte dans 1’évaluation de 1’exposition par des approches probabilistes
de type non-paramétrique, et en choisissant un modele avec tirage des valeurs de contamination par
« occasion de consommation » dans le cas de populations évoluant dans un systéme agro-alimentaire
complexe. Par ailleurs, moyennant 1’application d’une méthode de réduction de la variance intra-
individuelle des ingérés, trois jours non-consécutifs de consommation suffisent a I’estimation de
I’exposition usuelle de la population francaise a I’OTA. En revanche, I’utilisation de biomarqueurs est
recommandée au niveau individuel. (3) L’étude pilote OTARI réalisée sur un échantillon de 59
personnes suggere une exposition faible dans la population d’étude et interroge sur la généralisation de
cette tendance a la population tunisienne, sur un effet de calendrier (année et mois), ou sur I’existence
de « poches » d’exposition encore 2 identifier et reliées a des situations de mono-consommation et de
précarité générale des conditions de vie.

Conclusion

Dans I’ensemble, nos résultats, tant méthodologiques qu’opérationnels, suggerent que 1’exposition a
I’OTA est faible dans la population frangaise et ne constituerait un facteur de risque potentiel pour
certaines néphropathies en population tunisienne qu’en cas de cumul de conditions défavorables au
maintien de I'intégrité rénale. Les normes sanitaires relatives a I’OTA illustreraient-elles un certain
« paradoxe de la précaution » ?
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Avant propos : la santé vient-elle en mangeant, oui ou non ? Ca dépend...

Augmenter la consommation des
Programme féculents: sources d’amidon, notamment
National des aliments céréaliers (et particuliérement

— des aliments céréaliers complets qui

. Nutrll"lﬂﬂ ont I'intérét d’apporter des quantités
Santé appréciables de fibres), des pommes de

terre, des légumineuses, etc. ; ils doivent

étre présents a chaque repas.

Figure 1 : « La santé vient en mangeant » Septembre 2002.
Un des 8 conseils nutritionnels issus des objectifs du Programme National Nutrition Santé (PNNS).

Petit déjeu- iy
en ochratoxine A

40 Cé réa les ana ly' Lochratoxine A (OTA) fait partie des

mycotoxines. Il s'agit de toxines qui

Appétissantes, équilibrées : sont sécrétées par des moisissures

A en croire leurs promoteurs,

les céréales auraient tout e cérole du pei déjeuner avant ou aprés la récolte. Elle est
pour plaire. Sauf que les presque. les conbuerient suspectée de favoriser certains cancers
pggmhe'sses nutnttlonnelles Sn i chez l'homme. A une exception prés,
a 1c e.es ne son pas teneur en matiéres QTEISSES v

: Elles | de Lasil les teneurs trouvées en OTA ne sont
toujours tenues. it o By o i
Pis, nos analyses révélent i pas trop preoccupantes.
d’inquiétantes teneurs nerkdes thregrellen son - Mos analyses incitent a ne
en mycotox]nes_ - de tous ondres, elles favorisent pas abuser dl,l FJE[I-H au son

et du pain complet, ainsi que
de ensemble des produits
incorporant des raisins secs
(pains, muesli...). On retiendra
aussi gue le café moulu serait
globalement plus contaminé
gue celui en grains. A vos
moulins a café !

Nous avens analysé 21 céréales
chocolatées appréciées des
enfants et 13 céréales “santé”.
Nous avons ajouté 6 céréales

abase de pétales de mas pour
Larecherche des mycotaxines.

RUITS
ETFIBRES [1

Figure 2 : Des messages médiatiques tantot alarmistes, tantot rassurants ou « Vive la

contradiction ! ». Montage a partir d’extraits du magazine « 60 millions de consommateurs ».
n°346 janvier 2001, n°368 janvier 2003, n°387 octobre 2004.

Les images parlant d’elles-mémes, nous laissons au lecteur le soin d’apprécier la clarté des
messages adressés au consommateur francais quant aux risques et aux bénéfices qu’il peut
attendre de 1’adoption de tel ou tel régime alimentaire. Le charme encore discret des questions
levées autour des « Céréales et produits céréaliers » (glucides complexes contre mycotoxines)
n’est a ce jour qu’une pale imitation des grandes polémiques « Fruits et Légumes » (vitamines
et minéraux anti-oxidants contre pesticides) et « Poissons et produits de la mer » (acides gras
oméga3 contre méthylmercure et PCB). Bénéfices et risques sont certes difficiles a apprécier.
Nous vous proposons donc de partir a la recherche de faits, en gardant en téte que : “risk is a
concept with multiple meanings and is ideologically loaded [...] as it is used in modern

society, it cannot be considered a neutral term.” (Lupton D. 1993. Risk as moral danger: the social and
political functions of risk discourse in public health).
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I RISQUE, PREVENTION ET PRECAUTION

Le concept de «risque » est devenu central en santé publique, dans un contexte ou la
modernité réfute le fatalisme de la maladie, du vieillissement et de la mort comme étant le lot
de I’existence humaine, simples signes de la finitude de I’homme.

Le « risque » est aujourd’hui utilisé dans différentes acceptions qui renvoient de plus en plus a
une volonté de rendre la santé prévisible et par la méme controlable. De probabilité de
survenue d’un événement de santé dans une population sur une période de temps donnée,
notion classiquement utilisée en épidémiologie, le «risque » est progressivement devenu
« professionnel », «iatrogéne », «environnemental » ou « alimentaire », renvoyant en
premier lieu a des sources d’exposition aux dangers. Agent biologique, chimique ou physique
présent dans I’environnement au sens large et pouvant avoir un effet adverse pour la santé, le
danger, une fois identifié, pourrait ainsi étre circonscrit, maitrisé, et finalement « prévenu ».
Les acteurs de santé publique s’inscrivent dans cette tension qui vise a repousser au plus loin
les limites de la nature, les vaincre si possible, pour le plus grand développement de la santé
des populations.

C’est dans le cadre d’un changement de paradigme des risques forts vers les risques faibles et
des fortes aux faibles doses d’exposition que le processus d’analyse des risques a vu le jour.
Dans un pays démocratique, 1’objectif d’un systeme d’analyse de risque est de permettre aux
citoyens de vivre dans une société ou, d’une part, les risques qui les préoccupent sont percus,
reconnus et effectivement réduits par les décideurs a un niveau socialement accepté et, d’autre
part, les risques qu’ils ne percoivent pas font I’objet d’une vigilance efficace permettant de les
détecter et d’alerter les citoyens suffisamment tot : le risque collectif est une affaire d’Etat.

L’analyse des risques est une démarche de prévision-mitigation-communication,
principalement des risques faibles, le plus souvent en situation d’incertitude. Elle procede a
un recensement qualitatif et/ou quantitatif des problémes potentiellement li€s a un type
d’exposition dans une optique de screening destiné a ne prendre en considération que les
expositions pour lesquelles une intervention serait susceptible de faire diminuer le risque de
maladie dans la population considérée, ou d’éviter I’augmentation du risque dans le cas de

substances introduites volontairement (additifs alimentaires par exemple).

En ce sens, la démarche d’analyse du risque se place d’emblée sur le terrain de la prévention
primaire au niveau des populations, telle que décrite et défendue par Geoffrey Rose dans son
trés vivant ouvrage : « The strategy of preventive medicine » (Rose G. 1992). Rejoignant Doll
sur I’importance des risques faibles (Doll 1996), Rose insiste en particulier sur le continuum
qui existe entre le normal et la pathologique, pourtant classiquement envisagés sous un angle
binaire (présence ou absence de la maladie). Ce continuum, relié¢ a I’inégale distribution des
expositions dans les populations, poserait la question suivante : « small but widespread risks :
a public health disaster ? ». La relation dose réponse observée entre cholestérol sérique et
mortalité cardio-vasculaire tendrait par exemple a illustrer le fait que : « a large number of
people exposed to a small risk may generate many more cases than a small number exposed to
a high risk ».

C’est cependant précisément dans ces zones de faibles expositions-faibles risques que la
relation dose-réponse est difficile a estimer, chez I’homme comme chez I’animal. Chez
I’homme, une puissance statistique insuffisante dans la plupart des études épidémiologiques

génere des observations négatives masquant les effets réels, ou tout au moins ne permettant



pas de se prononcer sur la réalité des effets et le seuil a partir duquel ils se manifestent,
lorsqu’il existe (Doll R. 1996). Chez I’animal, des doses tres élevées sont mises en ceuvre afin
de susciter des réponses mesurables, nécessitant d’opérer des extrapolations des fortes aux
faibles doses forcément empreintes d’incertitude. Nouveau changement de paradigme :
I’incertitude de I’évaluation scientifique place alors les propositions de gestion des risques sur
le terrain de la précaution, et non plus de la prévention, en dehors des effets de bord.

L’aréne du «risque alimentaire », dans laquelle notre démarche de recherche évolue,
n’échappe pas a cette « culture de la précaution » développée en réponse a un certain nombre
de dysfonctionnements ayant suscité scepticisme voire crise de confiance dans le modele
standard d’évaluation des risques, modele que Chevassus-au-Louis qualifie de positiviste,
quantitatif, réductionniste et technocratique (Chevassus-au-Louis B. 2001) et que nous
présentons ici.

Il LE RISQUE ALIMENTAIRE

Le risque alimentaire parait étre soudainement entré dans la catégorie des risques majeurs
pour I'homme. L'encéphalopathie spongiforme bovine (« vache folle ») et la forme spécifique
de la maladie de Creutzfeld-Jacob chez I'hnomme qui pourrait lui étre associée, a constitué¢ un
traumatisme important pour l'opinion, que les épisodes plus récents (et finalement plus
meurtriers) de salmonelloses, listérioses et autres colibacilloses, ou encore de dioxines, sont
venus renforcer. Parallelement, tous les indicateurs de santé s'accordent sur une augmentation
réguliere de l'espérance et de la qualité de vie dans les pays développés, et ne montrent
aucune rupture récente de cette tendance. Notre alimentation n’aurait jamais €t€ aussi saine
qu’en ce passage au XXI“™ siecle. C'est dire si la dimension psychologique et sociologique
de l'alimentation, et notamment la valeur symbolique de Il'aliment, soulignée par les
sociologues, contribue a faire du risque alimentaire un risque tres particulier, a forte charge
émotionnelle. En effet, au-dela du risque sanitaire proprement dit, les réactions de peur ou de
rejet integrent tout un ensemble de conditions sociologiques, économiques et
environnementales dans lesquelles les aliments sont produits, transformés et consommés.
L’ouvrage de Martin Hirsch, ancien directeur général de I’AFSSA, illustre avec humour les
rouages de « ces peurs qui nous gouvernent » (Hirsch M. 2002).

Il.L1  Les spécificités de I'agent causal « aliment »

Marian Apfelbaum souline dans I’introduction de son ouvrage sur les « Risques et peurs
alimentaires » la triple spécificité objective du risque alimentaire : nous y sommes tous
exposés car nous mangeons tous ; les preuves expérimentales sont indirectes et ne concernent
qu'un tout petit nombre d'ingrédients ; ce risque n'est que difficilement quantifiable, du fait
méme que nous exigeons qu'il soit nul (Apfelbaum M. 1998).

L'alimentation constituant une contingence physiologique absolue, tout individu est soumis au
risque alimentaire. Sa liberté ne s'exerce qu'au travers du choix des différents aliments
auxquels il a acces du fait de leur disponibilité ou de leur coft.

L'aliment est a la fois source de vie en tant que pourvoyeur des nutriments indispensables au
développement et a la subsistance de l'individu, et source de déséquilibres éventuellement
graves lorsqu'il n'est pas utilisé avec discernement par celui-ci (sur ou sous-consommation et
consommation sélective se traduisant par des exces ou des carences). Il est redouté et
stigmatisé en tant que vecteur de risques chimiques et biologiques :

- situé au terme d'une chaine alimentaire complexe d'origine animale ou végétale, 1’aliment



convoie des substances naturelles toxiques biosynthétisées par les plantes (alcaloides,
phytoestrogenes, substances anti-nutritionnelles), les moisissures (mycotoxines) et les
algues (phycotoxines), ainsi que des contaminants environnementaux (plomb, cadmium,
dioxines), des résidus de substances intentionnelles utilisées en production végétale
(pesticides) et animale (additifs, médicaments vétérinaires) et en technologie alimentaire
(additifs a I'alimentation humaine), regroupés sous 1'appellation de " xénobiotiques " ;

- l'aliment peut en outre étre contaminé aux différents stades de sa production, de sa
transformation et de sa conservation par des microorganismes pathogenes (bactéries et
virus), voire des agents non conventionnels (prions).

L'aliment étant complexe dans sa composition, un tres grand nombre de molécules issues du
monde végétal ou animal et présentes en faibles quantités ne sont pas méme identifiées. Un
nombre important et croissant d'aliments résulte d'un processus de " cracking " de matieres
premieres (lait, mais, soja) puis d'assemblage des produits dérivés, opérations susceptibles de
diluer ou de concentrer certains xénobiotiques. L'alimentation d’un individu est encore plus
complexe dans la mesure ou elle consiste en un assemblage variable d'aliments particuliers. Si
sa diversité accroit I'éventail des risques potentiels, elle en diminue globalement l'incidence
quantitative.

[I.2  Les caractéristiques du risque alimentaire

Le risque alimentaire est donc multiforme, associé a des agents chimiques et biologiques
intentionnellement, involontairement ou accidentellement présents dans les aliments. Il peut
étre immédiat dans le cas des allergies et des toxi-infections alimentaires, ou différé dans le
temps s'agissant de processus de cancérisation ou de dégénérescence neurophysiologique. Il
peut étre violent dans le cas du choc anaphylactique 1ié a une réaction allergique et de
certaines intoxications, ou beaucoup plus insidieux et se traduire par une lente dégradation de
certaines fonctions vitales.

Le risque alimentaire consiste dans une interaction entre un agent complexe et variable
(I'aliment) et le fonctionnement intime d'un organisme vivant (I'homme en l'occurrence). La
grande variabilit¢ individuelle liée aux facteurs génétiques, physiologiques et
environnementaux, a pour conséquence des réactions extrémement diverses aux toxiques et
aux agents biologiques agresseurs. Des catégories de population (jeunes individus, personnes
agées, personnes malnutries, immunodéprimées ou présentant des types génétiques
particuliers, des situations physiologiques ou géographiques spécifiques) seront selon les cas
placées en situation favorable ou défavorable par rapport aux risques associés a une
alimentation déterminée.

1.3  L’analyse du risque alimentaire

Le processus d’analyse du risque comporte trois composantes illustrées en figure 1.
L’évaluation des risques qui nous intéresse en premier lieu est une étape scientifique de
détermination des effets toxiques connus ou potentiels pouvant résulter de l'exposition de
I'homme a des aliments porteurs de dangers chimiques ou biologiques.



Evaluation des risques Gestion des risques

Risk assessment ‘ Risk management

Communication sur les risques

Risk communication

Figure 1 : La démarche d’analyse du risque : évaluation, gestion, communication.

Avant que de revenir sur le détail de I’évaluation, nous présentons bricvement les démarches
de gestion et de communication qui completent le processus d’analyse du risque.

[1.3.1 La gestion du risque alimentaire

La gestion du risque est le processus, distinct de I’évaluation des risques, consistant a mettre
en balance les différentes politiques possibles en consultation avec toutes les parties
intéressées, en tenant compte de 1’évaluation des risques et d’autres facteurs ayant une
importance pour la protection de la santé des consommateurs et la promotion des pratiques
commerciales loyales. Ultimement, la gestion du risque consiste a choisir les moyens de
prévention de la contamination (précaution) et de contrdle appropriées.

Les mesures de gestion du risque alimentaire relevent en premier lieu de I’application de
mesures a grande échelle : fixation de normes sanitaires et mise en place d’un systeme de
surveillance de leur mise en application. Ces mesures ne pouvant étre prises qu’au niveau
global et ne comportant pas de contrainte individuelle (ni vaccination, ni changement de
comportement tel que le port de la ceinture de sécurité notamment) sont comparables a la
fluoration de I’eau de boisson et aux mesures réglementaires en faveur du contrdle de la
pollution atmosphérique. La responsabilité de leur mise en ceuvre incombe a 1'Etat
(établissement de recommandations et de lois, surveillance de leur mise en application,
"sanctions" dans le cas contraire). Le seul levier d’action directe du citoyen-consommateur
pour minimiser les risques auxquels il serait exposé est ainsi de diversifier son alimentation,
conseil « de bon sens » d’ailleurs largement relayé par les nutritionnistes, y compris dans le
cadre du programme national nutrition santé (PNNS) lancé en 2001.

[1.3.2 La communication sur le risque alimentaire

La communication sur le risque est définie comme un échange interactif, tout au long du
processus d’analyse du risque, d’informations et d’opinions sur les risques, les facteurs liés
aux risques et leurs perceptions, entre les responsables de leur évaluation et de leur gestion,
les consommateurs, 1’industrie, les milieux universitaires et les autres parties intéressées. Elle
consiste notamment (idéalement) en 1’explication des résultats de 1’évaluation des risques et
des fondements des décisions prises en matiere de gestion des risques.

En France par exemple, les avis (évaluations et éventuellement propositions de gestion des
risques) émis par 1’ Agence Francaise de Sécurité Sanitaire des Aliments (AFSSA) sont rendus
publics par leur publication sur le site internet de 1’agence ainsi que dans des communiqués de
presse.

Le role de la presse se limite a ce titre rarement a un simple relai objectif d'informations
objectives, comme suggéré en avant-propos. L'amplification et le brouillage médiatique de



messages scientifiques certes contradictoires ont largement participé au déclenchement et a
l'atteinte d'un climax dans la crise de la vache folle. Les médias relayent également les
tentatives des pouvoirs publics pour rétablir la confiance des consommateurs-électeurs
(figure 2). Cette fonction ambigué de médiation entre scientifiques, décideurs et citoyens est
aujourd’hui un champ de recherche tout a fait passionnant.

Figure 2 : Mangeurs de beeuf.
John Gummer (Ministre britannique de I’agriculture) et Cordelia (sa fille de 4 ans). 16 Mai 1990. BBC News.

II.4  L’évaluation du risque alimentaire

Les bases internationales d'une méthode rationnelle d'évaluation des risques chimiques et
biologiques associés a l'alimentation ont été discutées lors d'une Consultation ad hoc d'experts
mixtes FAO/OMS (JECFA: Joint Expert Committee on Food Additives and Contaminants)
réunis a Geneve en 1995 pour traiter de l'application de l'analyse de risques aux aliments.
Cette initiative du Codex Alimentarius (commission crée en 1963 par la FAO et 'OMS afin
d'élaborer des normes alimentaires, des lignes directrices et d'autres textes, tels que des Codes
d'usages) résultait d'une part des préoccupations croissantes des opinions publiques en matiere
de sécurité des aliments, et d'autre part des dispositions prévues par 1'Accord SPS (Accord sur
I'Application des Mesures Sanitaires et Phytosanitaires) de 1'Acte Final de 1'Organisation
Mondiale du Commerce (OMC), spécifiant que les normes, lignes directrices et
recommandations du Codex Alimentarius refletent un consensus international en ce qui
concerne les exigences minimales pour la protection de la santé humaine en regard des risques
alimentaires.

Cette consultation a établi une démarche d’évaluation du risque alimentaire en quatre étapes
illustrées a la figure 3 et que nous présentons point par point.

Identification
et caractérisation du
Danger

Evaluation de I
Exposition

Caractérisation du
Risque

Figure 3 : La démarche d’évaluation du risque : danger, exposition, risque.



Identification des dangers

Elle consiste en I’identification des agents biologiques, chimiques et physiques susceptibles
de provoquer des effets adverses pour la santé et qui peuvent étre présents dans un aliment
donné ou un groupe d’aliments. Elle s'appuie d'une part, lorsqu’elles sont disponibles, sur les
résultats d'études épidémiologiques, voire cliniques, et d'autre part sur des études conduites
chez l'animal in vivo ou sur des modeles mécanistiques in vitro.

Caractérisation des dangers

Elle repose sur I’évaluation qualitative et/ou quantitative de la nature des effets adverses pour
la santé associés aux dangers identifiés dans les aliments via la caractérisation de la relation
dose-réponse (ou effet). Elle s'appuie pour ce faire essentiellement sur la toxicologie
alimentaire qui permet de définir si le toxique a un effet a seuil ou sans seuil et de ’estimer.
La toxicologie met en ceuvre des doses tres é€levées afin de solliciter des réponses
expérimentalement appréciables. L'extrapolation d'espece et de dose est classiquement
réalisée par l'application de facteurs de sécurité (par défaut: 100) a la dose sans effet
observable la plus basse (DSE : Dose Sans Effet) tirée d'un ensemble de tests toxicologiques
validés et mettant en ceuvre un échelonnement de doses de la substance testée. Le choix de ces
facteurs est du domaine de la gestion du risque. Il détermine qualitativement 1'importance du
risque résiduel incompressible socialement ou individuellement « acceptable ». Dans le cas
des substances présentant un effet sans seuil (cancérogenes génoxiques), le principe ALARA
(As Low As Reasonably Achievable) est appliqué. La figure 4 illustre le principe de
détermination de la valeur toxicologique de référence (VTR), généralement une Dose
Journaliere (ou Hebdomadaire) Tolérable (DJT-DHT) pour les contaminants, appelée Dose
Journaliere Admissible (DJA) pour les substances volontairement ajoutées. Cette dose est
définie comme la quantité, exprimée par kilogramme de poids corporel, qu’un individu peut
ingérer quotidiennement sa vie durant sans encourir de risque pour sa santé.

avec seull sans seuil

! }

Dose Sans Effet DSE

- Pas de DSE
Facteurs de sécurité FS

} |

DJA - DJT ALARA

Figure 4 : La caractérisation du danger : relation dose-effet ou dose-réponse.
DIJT : dose journaliere tolérale ; DJA : admissible ; ALARA : as low as reasonably achievable.

Evaluation de I'exposition

C’est I’évaluation qualitative et /ou quantitative de 1’ingestion probable d’agents biologiques,
chimiques ou physiques par le biais des aliments, ainsi que par suite de I’exposition a d’autres
sources, le cas échéant. De nombreuses approches, des plus approximatives aux plus
raffinées, existent actuellement. Nous n'évoquons ici que deux exemples parmi les possibles :



- L'exposition maximale de la population est calculée en fixant a priori les niveaux de
contamination aux limites maximales de résidus (LMR) définies (autorisées) pour chacune
des denrées animale ou végétale susceptibles de renfermer la substance considérée, et en
prenant en compte les consommations maximales des différents groupes de population.
Cette évaluation par exces est généralement treés conservatrice puisqu'elle postule une
consommation quotidienne de la substance durant toute la vie de I'individu, aux doses les
plus élevées permises. Les LMR s'appliquent en outre aux denrées non transformées, et ne
tiennent pas compte des phénomenes de dilution, ou au contraire de concentration,
pouvant résulter des processus technologiques appliqués aux aliments ;

- La distribution des expositions dans la population est estimée en prenant en compte la
contamination réelle des aliments consommés (moyennes ou distributions), qui integre
parfois l'incidence des processus technologiques appliqués aux aliments (enquétes de type
"panier de la ménagere" ou "repas dupliqués"), ainsi que la variabilité des comportements
alimentaires.

Nous aurons l'occasion de montrer que cette étape comporte de nombreuses difficultés
méthodologiques, sources de grandes incertitudes.

Caractérisation des risques

Etape finale de I’évaluation des risques reposant sur les trois étapes précédentes, la
caractérisation des risques est 1’estimation qualitative et /ou quantitative, compte tenu des
incertitudes inhérentes a 1’évaluation, de la probabilité de survenue des effets adverses connus
ou potentiels sur la santé, également fonction de la gravité, dans une population donnée. Pour
les substances chimiques présentant un seuil de toxicité, la probabilité d'effets adverses sur la
santé est par définition négligeable si l'exposition est inférieure a la DJA/DJT. En ce qui
concerne les substances chimiques pour lesquelles il n'est pas possible de fixer un tel seuil
(cancérogenes génotoxiques), le risque pour la population est le produit du potentiel toxique
(cancérogene) par l'exposition.

Au terme de cette présentation générale du risque alimentaire, de ses particularismes et des
modalités de son analyse, nous entrons dans le vif du sujet qui nous réunit aujourd'hui, et
invoquons enfin un petit nom barbare: Ochratoxine A (allias : OTA).

[l L’EVALUATION DU RISQUE LIE A L'OTA

l1l.1  Les mycotoxines : une grande famille

Les mycotoxines sont des métabolites secondaires sécrétés par des moisissures appartenant
essentiellement aux genres Aspergillus, Penicillium et Fusarium. Ce sont des toxines
naturelles des denrées alimentaires. Les principales familles présentant une importance agro-
économique et des effets déléteres sur la santé humaine prouvés ou suspectés sont: les
aflatoxines, les ochratoxines, les fumonisines, certains trichothécenes, la zéaralénone et la
patuline (Creppy 2002; Hussein and Brasel 2001).

Ces contaminants ubiquitaires de l'alimentation humaine et animale peuvent étre produits
avant la récolte et/ou pendant le stockage des denrées alimentaires et se retrouvent
principalement dans les céréales, le café en grains, les haricots, les 1égumineuses, les fruits
secs, mais aussi dans la biere, le vin, les jus de fruits et les produits animaux (lait, ceufs,
viande) par transfert via 1'alimentation animale (Pitt J.I. 2000). La FAO estime ainsi a 25% la
proportion des denrées mondiales contaminées annuellement par les mycotoxines. Or, les



procédés alimentaires usuels (cuisson, lyophilisation, congélation, irradiation) ne peuvent en
général au mieux que détruire partiellement la plupart des mycotoxines présentes dans les
aliments (Bullerman et al. 2002; Park 2002; Ryu et al. 2002; Scott 1996). L'exposition
humaine se ferait donc essentiellement par ingestion d'aliments contaminés.

1.2 L’ochratoxine A

[11.2.1 Quoi-¢a, ou-¢a ?

La structure chimique de I’ochratoxine A (OTA) est rapportée a la figure 5. Il s’agit d’un
anion organique, le 3-méthyl-5-chloro-8-hydroxy-3,4-dihydroisocoumarine (un dérivé de la
coumarine) 1ié a la phénylalanine (L-B-phénylalanine) par une liaison amide (Van der Merwe
K.J. et al. 1965).

Figure 5 : Structure chimique de I’Ochratoxine A.

L’OTA est produite par une seule espece du genre Penicillium (P. verrucosum : Pitt 1987) et
par diverses especes du genre Aspergillus (A. ochraceus, A. carbionarius et plus rarement
A. niger : Abarca et al. 1994; Teren et al. 1996; Van der Merwe K.J. et al. 1965). Ces especes
different par leurs niches écologiques, les denrées sur lesquelles elles se développent et
produisent de I’OTA et leur fréquence d’apparition dans différentes régions géographiques,
comme l’illustre le tableau 1.

Espece Conditions écologiques Denrées contaminées Régions
productrice optimales de croissance (directement ou indirectement) concernées
0°C< 6 (température) <31°C Ard it caréali Régions tempérées
P. verrucosum optimum : 20°C Ce:/?::]%sé gtrc;%lgz ggrssl[frs, (Canada, Europe
a,, (activité de I'eau )> 0,8 Centrale et du Nord)
<0< i -
8C=<0= 37a°C>08t|7n;um 24-31°C Nombreuses denrées stockées et déshydratées :
A. ochraceus o, café vert grain (séchage au soleil), poisson fumé et . .
opt2|n;u<m ?_ig<5 1%'99 séché, fruits secs, haricots secs, noisettes, Régions tropicales,
= Sphs cacahuétes, amandes, céréales subtropicales et
optimum 3-10 méditerranéennes
0<40°C
A. carbionarius optimum 32-35°C Raisin de table, raisins secs, vin, café

aw>0,82a25-30°C

Tableau 1 : Denrées et régions concernées par la contamination a I’OTA en fonction de
I’espece microbienne. a, : acticité de I’eau. 0 : température (°C).

Il est a noter que les conditions optimales de production de 1’ochratoxine A par chacune de
ces especes sont encore mal connues et peuvent différer des conditions optimales de
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croissance de ces moisissures. Ainsi, tandis qu’il est admis que I’infection des denrées par les
moisissures peut se produire aussi bien au champ que pendant le stockage, la synthese post-
récolte de métabolites secondaires est considérée comme le facteur principal de contamination
des denrées a ’'OTA.

[11.2.2 Apercgu de la contamination

L’OTA a été détectée dans pratiquement tous les types de céréales - dont le mais, le blé, le
sorgho, le riz, le seigle, I’orge et I’avoine — et a été retrouvée dans de nombreuses autres
denrées : graines de soja, haricots, grains de café vert, produits cacaotés, vin et jus de raisins,
raisins secs, biere, épices et herbes, reins de porc et boudins (Pittet 2001).

On ne dispose actuellement pas de données de contamination pour tous les pays qui sont
potentiellement concernés au vu de leurs conditions climatiques et/ou de pratiques agricoles
particulieres. En effet, d’apres le recensement international effectué par le Comité mixte
d’experts FAO/OMS (JECFA), la majorité des données de contamination actuellement
disponibles proviennent de 1’Europe (85% des 23 167 échantillons testés proviennent de
Croatie, Danemark, Finlande, France, Allemagne, Italie, Pays-Bas, Norvege, Espagne, Suisse
et Grande-Bretagne), tandis que 1I’Amérique du Sud (7%, Brésil et Uruguay), I’Amérique du
Nord (6%, Canada et Etats-Unis), I’ Afrique (1%, Sierra Leone et Tunisie) et 1’Asie (1%,
Dubai et Japon) sont sous-représentées. En outre, la comparaison internationale des données
de contamination est rendue difficile par 1'absence fréquente de procédures standardisées
d'échantillonnage et d'analyse chimique, d’oll une hétérogénéité des méthodes et des limites
de détection obtenues. Le tableau 2 présente une synthese des données récentes (Pittet 2001).
Pour une revue des données antérieures a 1995, se reporter a la référence International
Programme on Chemical Safety (1990).

Aliment Pays Echantillons positifs/Total (%) Variations (ng/kg)

Blé Suisse 15/28 (54%) 0.10-10.00

Blé Danemark 165/520 (32%) 0.05-51.00

Blé et orge GB 41/1061 (4%) 1.00-33.00
Blé et orge USA 55/486 (11%) 0.20-31.40

Seigle Danemark 256/616 (42%) 0.05-121.00
Avoine Danemark 40/92 (43%) 0.05-5.60
Céréales® GB 63/300 (21%) 0.10-17.80

Mais grains Croatie 46/209 (22%) 0.20-614.00
Café vert Japon 14/47 (30%) 0.10-17.40
Café vert GB 110/291 (38%) 0.20-27.30
Produits cacaotés GB 50/60 (83%) 0.10-2.40
Vin Allemagne 60/144 (42%) 0.01-7.00
Raisins secs” GB 286/301 (95%) 0.10-40.80
Epices et herbes® GB 25/29 (86%) 1.20-50.40

a : dont blé (148), orge (131) et avoine (21).
b : dont raisins (101), raisins de Corinthe (100) et raisins de Smyrne (100).
¢ : dont piments en poudre, curry, tandoori, gingembre, ail et 5 autres épices en poudre.

Tableau 2 : Quelques données récentes de contamination des denrées alimentaires par I’OTA.
D’apres Pittet 2001.

On constate que la fréquence et les niveaux de contamination varient en fonction des denrées,
des pays et de I’année considérés, mais que la contamination des aliments par 'OTA est
relativement ubiquitaire et courante. Ainsi, la consommation d’aliments contaminés serait
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responsable d’une exposition chronique a des doses variables d’OTA dans de nombreuses
régions du monde. Il convient cependant de noter que la voie respiratoire est depuis peu
envisagée comme voie possible d’exposition complémentaire en zone agricole (Richard et al.
1999; Skaug et al. 2001) et en milieu professionnel (Iavicoli et al. 2002).

l11.2.3 Evaluation du risque li¢ a TOTA

Identification du danger

Initialement incriminée dans la survenue de néphropathies en élevage porcin (Krogh and al.
1973), cette mycotoxine présente des effets néphrotoxiques chez toutes les especes
mammiferes testées expérimentalement (WHO 2002). Elle a été classée dans le groupe 2B du
CIRC (IARC 1993), c'est-a-dire qu'il existe des preuves suffisantes de sa cancérogénicité
expérimentale chez l'animal (avec comme sites le rein et le foie) mais des preuves
insuffisantes chez I'nomme (IARC 1993). L’OTA est donc considérée comme "possiblement
cancérogene" chez 'homme en attendant 1’apport de preuves épidémiologiques. Le caractere
génotoxique n’a pu étre montré par les tests conventionnels de mutagénicité et demeure
encore controversé (O'Brien and Dietrich 2005).

L’implication étiologique de I’OTA dans la survenue d’une entité nosologique endémique
dans les Balkans - la Néphropathie Endémique des Balkans (NEB), néphropathie tubulo-
interstitielle chronique - a été évoquée des 1976 (Krogh and Elling 1976) et étudiée par
diverses équipes de recherche sans qu’aucune conclusion claire n’ait pue étre tirée (Tatu and
al. 1998). Cette affection semble étre multi-factorielle (Toncheva and al. 1998), la nature
(initiation et/ou progression) et I'importance du rdle de ’OTA restant incertains (Pfohl-
Leszkowicz and al. 2002).

Caractérisation du danger

Deux types de caractérisation du danger ont ét€é menés, I'un a partir des données de
néphrotoxicité et I’autre sur la base du caractere cancérogene.

A partir de 1’étude ayant mis en évidence la dose avec effet la plus basse (LOAEL :Lowest
Adverse Observed Effect Level) chez I’espece la plus sensible au niveau rénal (le porc) et
appliquant un facteur de sécurit¢ de 500, une Dose Hebdomadaire Tolérable Provisoire
(DHTP) de 112 ng/kg poids corporel/semaine a été proposée par le comité mixte d’experts
FAO/OMS (WHO 1991) et arrondie a 100 ng/kg poids corporel/semaine (WHO 1995) qui
correspond a une Dose Journaliecre Tolérable Provisoire (DJTP) d’environ
14 ng/kg poids corporel/jour.

Reprenant les propositions canadiennes (Kuiper-Goodman 1996) et nordiques (NNT 1991)
basées sur la cancérogénicité de I’OTA, 1’homologue européen du JECFA, le Scientific
Committee on Food (SCF), s’est quant a lui prononcé en 1998 en faveur d’une DJT de
5 ng/kg poids corporel/jour (SCF 1998) correspondant a un niveau de risque de 1 :100 000
(application d’un facteur de sécurité de 5000 a la TDOS, dose a laquelle 5% des animaux
testés développent une tumeur : Kuiper-Goodman 1999).

La réalité (identification du danger) et I’'importance (caractérisation du danger) des effets

sanitaires liés a I’'ingestion d’OTA étant largement inconnues chez ’homme, les conclusions
précédentes se fondent uniquement sur les observations et expérimentations animales.
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Evaluation de I'exposition

La synthese la plus récente de l’exposition des populations européennes rapportée au
tableau 3 a été publiée dans la derniere tiche SCOOP (Scientific Cooperation Task) (Miraglia
and Brera 2002) a partir du recensement des données de consommation et de contamination
au niveau national dans douze pays d’Europe.

Exposition moyenne a ’'OTA
(ng/kg p.c./jour)

Pays
Population Consommateurs

Allemagne (>14 ans) 1.09 (1.16)

Danemark 1.19 (1.77)

Espagne 1.18 (1.39)

Finlande 1.71 (3.66) -
France (15 a 65 ans) - 2.31 (2.65)
GB (>16 ans) 0.53 (1.87) 0.91 (2.15)
Grece 0.15 (1.32) -
Italie 1.13 (1.22) 3.52 (3.61)
Norvege - 0.97 (1.61)
Pays-Bas 1.59 (2.42) 1.26 (3.30)
Portugal 0.81 (1.16) -
Suéde - 1.42 (1.60)

Consommateurs : consommations non nulles. Entre parenthéses,
moyennes estimées en remplagant les données manquantes de
consommation et de contamination par la moyenne européenne.

p.c. : poids corporel.

Tableau 3 : Exposition moyenne a I’OTA dans différents pays Europe.
D’apres Miraglia and Brera 2002.

Les principaux contributeurs a I’exposition européenne dans son ensemble sont les céréales,
(44%) suivies des jus de fruits et autres (15%), du vin (10%), du café (9%), de la biere (7%),
du cacao et ses dérivés (5%), des fruits secs (4%), de la viande (3%) et des épices (3%).

Caractérisation du risque

Peu de pays de I’'UE ont réalisé une évaluation du risque lié a 'OTA a partir des données
nationales au de-la des résultats rapportées plus haut. Or les percentiles élevés d’exposition
n’étant pas rapportés dans la tache SCOOP (2002), la comparaison aux valeurs toxicologiques
de référence rapportées plus haut ne peut se faire sur cette base.

Dans un rapport détaillé, les Pays-Bas ont par exemple calculé un percentile 99 de 28 ng/kg
p.c./semaine (Bakker M. and Pieters M.N. 2002) tres inférieur a la DHTP de 100 ng/kg
p.c./semaine du JECFA ainsi qu’aux 35 ng/kg p.c./semaine du SCF.

En France, le 95°™ percentile d’exposition a été estimé a 2.59 ng/kg p.c./jour chez les
personnes agées de 18 ans et plus (Verger P. et al. 1999), ne présentant donc pas a premiere
vue de probleme particulier, a I’exception des enfants de 2 a 17 ans pour lesquels le P95 était
de 6.94. Toutefois, la publication en 2002 d’une évaluation quantitative du risque li¢ a I’OTA
dans la population frangaise et fondée sur des approches probabilistes du calcul de
I’exposition a soulevé des doutes importants (Gauchi and Leblanc 2002). En effet, en fonction
de la méthode utilisée, les percentiles élevés d’exposition variaient dans des proportions
alarmantes (cf. tableau 4), interrogeant la méthode adoptée auparavant (déterministe simple)
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et la probabilité réelle de dépasser la DJT la plus élevée (14 ng/kg p.c./jour) dans la
population francaise.

Paramétre Enfants Femmes Hommes
Moyenne 4.835.85—7.20 2.773.04—3.42 3.16—3.50—4.02
E.T. 5.67—9.44—14.63 2.993.88—4.83 3.14—4.27—5.50
P95 14.0720.50—-29.56  7.849.73—12.05 8.5710.82—14.08
P99 28.08—49.21-76.92 15.35+20.96—27.57 16.16—23.22—33.70

Tableau 4 : Exposition a I’OTA dans la population francaise.
En ng/kg p.c./jour. D’apres Gauchi and Leblanc (2002).

1.3 Les pieces manquantes du puzzle

Ce rapide apercu des connaissances (et méconnaissances) relatives au risque lié a la
consommation d’OTA nous permet de dégager trois catégories de questions soulevant
d’importantes incertitudes scientifiques.

A propos de lidentification du danger chez ’lhomme

L’OTA constitue-t-elle un véritable danger chez ’homme ? C’est-a-dire 1’exposition a I’OTA
est-elle associée a une augmentation du risque de pathologie rénale (tubulo)interstitielle (par
exemple la NEB) et/ou de cancer du tractus urinaire (rein, vessie, uretere) dans certaines
populations ?

A propos de la caractérisation du danger chez 'lhomme

Dans le cas de la néphrotoxicité, existe-t-il un seuil ?
Dans le cas de la génotoxicité, quel est le potentiel cancérogene ?

A propos de I'évaluation de I'exposition/caractérisation du risque

Quelle(s) méthode(s) choisir pour estimer la distribution des expositions, et de la, la
probabilité de dépassement de la DJT, dans une population donnée ?

L’examen de ces questions nous a amenés a ancrer nos recherches sur I’OTA dans des
populations humaines et a développer pour ce faire différentes approches épidémiologiques
afin d’apporter des éléments de réponse qualitatifs et quantitatifs faisant a ce jour défaut.

Dans sa derniere évaluation, le JECFA préconisait en particulier, afin de mieux cerner le
risque associé a ’OTA (WHO 2002) :

De réaliser des études d’exposition dans d’autres régions que I’Europe dont la majorité
des données de contamination émane ;

De mener des études épidémiologiques explorant le role éventuel de ’OTA dans la
survenue de pathologies rénales chroniques.
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Apres une présentation succincte des apports escomptés et avérés de 1’épidémiologie en
évaluation des risques, nous nous proposons de construire une démarche élargie d'évaluation
du risque 1ié¢ a 'OTA dans laquelle I’épidémiologie (re)trouve sa place.

IV LES APPORTS DE L'EPIDEMIOLOGIE

IV.1  L’épidémiologie, grande absente de I'évaluation des risques ?

L’utilisation de données épidémiologiques dans I’évaluation quantitative des risques mise en
ceuvre par I’Environmental Protection Agency (US-EPA) a des fins la réglementation
environnementale est encore rare a la fin des années 90 (Calderon 2000; Hertz-Picciotto
1995). Le méme constat a été dressé€ plus récemment pour 1’€valuation des risques liés aux
contaminants chimiques et aux substances volontairement introduites dans les aliments (van
den Brandt et al. 2002). Les auteurs cités plaident en faveur d’une plus grande place accordée
aux données obtenues chez I’homme dans 1’étape d’évaluation des risques devant aboutir a
des mesures de gestion (cofts financiers) et de communication sur les risques (cofits sociétaux
tels que la création de psychoses, climat favorable au déclenchement des crises).

IV.1.1 Des origines de la carence...

Le processus d’analyse du risque appliqué a I’environnement puis a I’alimentation s’est
construit dans un contexte ou des mesures réglementaires devaient €tre prises rapidement et
ou I'information épidémiologique était rare. Peu de temps et de ressources étant disponibles
pour mettre en place des études ad hoc en population humaine, I’expérimentation animale
présentait de réels avantages : colit modéré, rapidité a tester une hypothese, variété des plans
expérimentaux, possibilit¢ de randomisation et de contrdle de différents facteurs,
standardisation des limitations et incertitudes donnant confiance aux expérimentateurs dans
I’extrapolation de leurs résultats. L’épidémiologie ne s’est donc pas vu attribuer de role
formel dans I’étape d’évaluation des risques. Cette « exclusion dans I’ceuf » s’est compliquée
d’un dialogue difficile entre disciplines expérimentale et d’observation.

IV.1.2 ... aun sursaut ?

Les cofits des normes environnementales définies sur des bases expérimentales allaient (et
vont toujours) cependant croissant. Les conséquences économiques et plus largement
sociétales de mesures prises en carence de données permettant d’apprécier leurs bénéfices en
termes de santé publique sont ainsi progressivement devenues affaire de responsabilité
collective, et en particulier politique. Il est & ce titre intéressant de citer I'un des grands
artisans de 1’épidémiologie au XX™™ siecle, Sir Richard Doll, déclarant (Doll 1981) : “An
epidemiological perspective starts not with 10 000 chemicals that pollute a particular area, but
with 10 000 deaths that occur in that area each year and seeks to determine the major causes
of those actual deaths. Such a perspective is much more likely to overlook a large number of
small effects of various chemicals than laboratory science might be, but it is much less likely
to overlook the chief determinants of current mortality rates, and trends.” Ce souci de
caractériser en priorité les principaux déterminants de I’état de santé tel qu’observé dans
différentes populations, c'est-a-dire les risques « forts », suggere la place que pourrait jouer
I’information épidémiologique dans le cadre d’une priorisation des enjeux de santé publique
faisant intervenir observations en populations, données expérimentales, et participation des
citoyens dans le cadre d’une « démocratie sanitaire ». Nous sommes encore loin du compte.
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IV.1.3 La toxicologie a I'épreuve de I'extrapolation

Dans le cas de substances nouvelles volontairement introduites dans les denrées destinées a
I’alimentation humaine, par exemple les additifs alimentaires, la démarche expérimentale est
parfaitement adaptée a un screening des molécules qui alimente la décision de mise sur le
marché. Elle permet ainsi de prévenir I’introduction de substances dangereuses dans la chaine
alimentaire, sauf lorsque ’homme est I’espece la plus sensible, ou au contraire est moins
sensible que le modele animal utilisé (une molécule inoffensive est alors interdite de séjour).
Les donnés expérimentales sont également indispensables dans 1’élucidation des mécanismes
de pathogenese chez 1'animal et chez 'homme.

L'utilisation des seules données expérimentales comme outil d’identification des dangers et de
caractérisation des relations dose-réponse dans le cas de composés dont la présence n’est pas
souhaitée dans I’alimentation mais est difficilement évitable souléve cependant un certain
nombre de problémes, inhérents a la nécessité d’extrapoler des fortes aux faibles doses, d’une
voie d’administration a une autre, et d’'une espece animale a I’homme.

La quasi-totalité des études de toxicité a moyen et long terme utilisent en effet des doses tres
supérieures aux niveaux théoriques d’exposition humaine calculés a partir des données de
contamination et des données d’enquétes alimentaires actuellement disponibles.

La voie d’administration choisie dans les études in vivo est par ailleurs variable - injection
veineuse, injection péritonéale, gavage, incorporation dans les repas (voie alimentaire) - ce
qui affecte la toxico-cinétique du xénobiotique. En particulier, les aliments constituent une
matrice extrémement complexe au sein de laquelle des interactions peuvent se produire avec
le toxique étudié ; I’interprétation des études ayant utilisé une voie d’administration autre que
la voie alimentaire pause donc probléme en toxicologie alimentaire.

L’extrapolation des résultats toxicologiques entre especes, et en particulier d’especes animales
diverses a I’homme, pose en outre question en raison de différences physiologiques (toxico-
cinétique et toxico-dynamique) mal connues.

Une approche purement toxicologique ignore enfin la complexité des mécanismes conduisant
a la survenue effective, pour une exposition particuliere (dose, durée, distribution, age a la
survenue de la premiere exposition), d’une pathologie chez des individus soumis a de
nombreux facteurs de risque et de protection. Les résultats obtenus chez 1’animal n’ont donc
pas forcément de valeur prédictive quant a 1’évolution possible des effets toxiques mis en
évidence vers un état morbide chez I’homme.

Les mesures réglementaires prises au nom de la santé publique sur la base d’extrapolations
multiples ayant, nous le savons bien, des 1égitimités diverses et des corollaires économiques
et sociétaux parfois importants, le souci de vérifier leur pertinence sanitaire a I’échelle des
populations nous semble pleinement justifié.

IV.2 L’évaluation épidémiologique des risques

IV.2.1 Forces et faiblesses de I'observation

Bien que la démarche épidémiologique d’évaluation des risques ne soit pas aussi formelle que
celle dite d’«évaluation quantitative des risques » (EQR) fondée sur les données
expérimentales, les avantages et apports potentiels de 1’épidémiologie sont multiples (voir
tableau 5).

16



Avantages Limitations

Le risque observé dans une population extrapolé a une autre population

varie généralement d’un facteur 2 a 3 (facteur 100 entre I'animal et Le temps necessaire a la production de resultats

valides est long

I’'homme)
Les effets observés correspondent a la plage de variation réelle des Le colt de la réalisation d’études a grande échelle
expositions en populations humaines est élevé
Des voies d’exposition multiples et complexes sont intégrées La tendance a la sur-interprétation d’un résultat
simultanément positif ou négatif par des « non initiés » est réelle

Les facteurs endogénes de variabilité (génétiques, hormonaux et autres)

- Le risque d’erreur pour les risques faibles est élevé
sont pris en compte q P q

Tableau 5 : Quelques forces et faiblesses de 1’épidémiologie. D’apres Calderon (2000).

Apres avoir plaidé pour 1'étude prioritaire des risques forts, Doll reconnait 1I’importance
potentielle des associations faibles en termes de santé publique (risques relatifs compris entre
1 et 3). Il insiste cependant sur le fait que les réles du hasard et les erreurs systématiques, dont
les biais de confusion, sont difficiles a écarter (Doll R. 1996). Si le talon d’Achille de la
démarche expérimentale réside dans I’extrapolation, celui de I’épidémiologie est largement
localisé du c6té d’un manque de puissance générateur de faux négatifs laissant le vrai dans le
flou.

IV.2.2 Des exemples encourageants

Deux exemples parmi d’autres nous semblent illustrer D'intérét des approches
épidémiologiques dans 1’évaluation du risque alimentaire: les aflatoxines et le
méthylmercure.

Dans le cas des aflatoxines, I’épidémiologie est intervenue a toutes les étapes et, fait rare,
permet finalement une évaluation quantitative des risques dans les populations ou I’exposition
peut étre estimée correctement. Des études écologiques réalisées a partir des années 70 ont
d’abord mis en évidence une corrélation statistiquement significative entre exposition aux
aflatoxines (mesurée par le biais d’échantillons de matiere premieres alimentaires et de
«repas tels que consommés ») et taux d’incidence du cancer primaire du foie dérivés de
registres hospitaliers dans différentes régions kenyanes (Peers and Linsell 1973; Peers and
Linsell 1977; van Rensburg et al. 1990). Par la suite, des études analytiques ont été entreprises
dans les pays particulierement touchés par le cancer primaire du foie et susceptibles de
présenter des niveaux de contamination des denrées alimentaires élevés, notamment la
province chinoise du Guangxi (Yeh et al. 1989). Les études analytiques supposent de pouvoir
estimer ou mesurer l’exposition au niveau individuel, ce qui, outre les problemes
classiquement rencontrés dans 1’évaluation de la consommation alimentaire habituelle en
épidémiologie nutritionnelle (Willett 1987) est rendu difficile dans le cas des aflatoxines et de
nombreux contaminants alimentaires par les variations temporelles et géographiques des
niveaux de contamination. Ainsi, I’exposition alimentaire survient généralement tres tot dans
la vie d’un individu et se poursuit probablement la vie durant avec des fluctuations
importantes d’une année a 'autre et d’un pays ou d’une région a 1’autre en fonction des
pratiques agricoles et de stockage des denrées, des variations climatiques saisonnieres et
annuelles, tant de facteurs difficiles a évaluer par le biais de questionnaires (Bosch and Peers
1991). Le développement de marqueurs biologiques d'exposition aux aflatoxines, en
fournissant une mesure de 1’exposition récente des sujets inclus dans des études prospectives
(Groopman et al. 1996; Wang et al. 2001), a permis de quantifier le risque associé a
I’exposition dans certaines populations et d’évaluer des actions de prévention, notamment en
Chine (Kensler et al. 2002; Wild and Hall 2000).
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Toutes ces approches épidémiologiques ont donc participé a l'identification comme a la
caractérisation du danger que sont les aflatoxines en populations humaines. Le potentiel
cancérogene initialement dérivé d'études animales a ainsi été abaissé de 200 (région
endémique pour le VHB avec lequel les aflatoxines agissent en synergie) a 6000 fois (région
non endémique) a partir des cohortes constituées a Shangai et dans différentes provinces de
Chine (WHO 1997)). L'évaluation épidémiologique des risques a permis de mettre en
évidence I'importance du contexte dans lequel survenait 1'exposition aux aflatoxines (synergie
avec le virus de I'hépatite B en particulier). Tout en attestant de la cancérogénicité, les
observations faites chez I'hnomme tendent d'une part a relativiser le risque de cancer primaire
du foie attribuable aux aflatoxines dans différentes régions du monde en l'absence d'une
infection par le VHB (Bosch et al. 2004) et d'autre part a identifier d'autres effets chroniques
possibles de 1’exposition alimentaire aux aflatoxines, tel le retard de croissance chez des
enfants d’ Afrique noire (Gong et al. 2002).

Sans rentrer cette fois dans le détail des données relatives au méthylmercure, nous notons par
ailleurs que la disponibilité croissante des données épidémiologiques provenant des iles
Seychelles et Faroe est allée dans le sens d’un abaissement de la valeur toxique de référence
(DHTP) de 3.3 a 1.6 pg/kg p.c./semaine afin de protéger le groupe de population le plus
sensible vis-a-vis des effets neuro-développementaux : le feetus (WHO 2004).

C'est donc forts de la certitude que les petits pas font les longs chemins et de 1'enthousiasme
du jardinier partant défricher son lopin de bon matin que nous avons construit durant ces trois
ans (et des brouettes) une démarche de recherche autour de 1’évaluation épidémiologique du
risque li€ a I’OTA. Un pas en avant, trois pas de travers... jamais en arriere ?

V DES MOISISSURES ET DES HOMMES

Nous fondant sur les recommandations du JECFA et sur les points soulevés plus haut (cf.
I11.3), nous avons mis en place un partenariat de recherche avec la Tunisie ainsi qu’une
cotutelle de these avec I’ AFSSA.

Pourquoi la Tunisie ? L’équipe tunisienne du Laboratoire de Recherche sur les Substances
Biologiquement Compatibles (LRSBC de la Faculté de Médecine Dentaire de Monastir) s’est
intéressée des 1983 a I'implication de I’ochratoxine A dans la survenue d’une Néphropathie
Interstitielle Chronique (NIC) d’étiologie indéterminée en Tunisie. Des niveaux de
contamination anormalement €élevés au regard de 1’expérience européenne ont en effet été
observés dans la diete de familles tunisiennes présentant des cas de NIC indéterminée
(Maaroufi et al. 1995a), attestant la possibilité de forts niveaux d’exposition, au moins dans
certains groupes de population. Ces niveaux de contamination pourraient s’expliquer par les
conditions climatiques, les comportements de stockage des denrées et les habitudes
alimentaires locales. Corrélativement, les niveaux d’imprégnation observés chez ces patients
(OTA sérique) étaient parfois plus de 1000 fois supérieurs a ceux habituellement relevés en
France et dans le reste de I’ Europe occidentale.

Les travaux menés en clinique ont par ailleurs mis en évidence un ensemble de
caractéristiques anatomo-pathologiques et biochimiques chez un certain nombre de patients
atteints de NIC indéterminée, dont la caryomégalie des cellules rénales, I’élévation des
niveaux de P2microglobuline dosée dans les urines et une sensibilité génétique familiale
(Hassen et al. 2004). Des recherches toxicologiques ont également permis de reproduire chez
le rat, par intoxication expérimentale a ’OTA, des lésions rénales telles que celles observées
chez les patients atteints de NIC indéterminée (Maaroufi et al. 1999).
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A la lumiére de ce faisceau d’arguments ont donc été émises les hypotheses suivantes :

— 1l existe dans la population tunisienne une entité nosologique a part entiere, de type
néphropathie interstitielle chronique, jamais décrite auparavant ;

— Cette affection est endémique dans certaines régions tunisiennes.

Par ailleurs :

— 1l existe des niveaux contrastés d’exposition alimentaire a I’OTA dans la population
tunisienne ;

— L’exposition alimentaire a de forts niveaux d’OTA est un facteur de risque de survenue de
I’affection rénale décrite.

Manquait au tableau tunisien une dimension épidémiologique pour infirmer ou confirmer les
hypotheses de recherche et formuler, si nécessaire, des recommandations en terme d’action de
santé publique, aupres de la population tunisienne, et plus largement dans le cadre de la
réglementation sanitaire internationale relative aux aliments destinés a la consommation
humaine. C’est dans ce contexte que notre unité de recherche, et plus particulierement par le
biais de ce doctorat, a entrepris et élaboré un partenariat scientifique avec le laboratoire
tunisien.

Un arbre de décision, présenté en Figure 6, a été mis au point conjointement afin d’organiser
les étapes de la recherche a mettre en ceuvre.

Nous avons par ailleurs évoqué au paragraphe II1.2.3 les questions soulevées par la
modélisation de 1’exposition a I’OTA, notamment mais pas seulement dans la population
francaise. La Direction de 1’Evaluation des Risques Nutritionnels et Sanitaires de I’AFSSA
est amenée a effectuer des évaluations d’exposition a différents contaminants chimiques des
aliments qui appellent un travail méthodologique de « mise a plat » des modeles utilisés et de
leurs hypotheses afin de pouvoir en interpréter les résultats en termes de dépassement des
valeurs toxicologiques de référence. Nous avons en outre profité de ce travail méthodologique
au niveau populationnel pour étendre notre réflexion a I’évaluation de 1’exposition
individuelle a I’OTA nécessaire dans les études transversales et analytiques, effectuant ainsi
un chassé-croisé / aller-retour entre épidémiologie descriptive, méthodologie d’évaluation de
I’exposition, et épidémiologie de terrain.

Nous présentons ici brievement la démarche de chacun des trois volets de recherche
développés. Nous demandons au lecteur de bien vouloir les considérer, a titre provisoire et par
pure fantaisie dont vous n’aurez plus a patir par la suite, du moins pas avant longtemps, le
serment en est ici fait, comme les trois actes non pas d’une farce mais d’un genre tout aussi
ancien et, nous I’espérons, presqu’aussi respectable : la these.
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Objectif : identifier les variations spatiales et
temporelles d’incidence et de prévalence des NIC
indéterminées, en particulier localiser des foyers
endémiques dans lesquels des recherches spécifiques
pourraient étre menées.

Objectif : étudier les variations géographiques
conjointes des niveaux d’exposition de la population
et de I'incidence des NIC indéterminées au niveau
national ou dans une sous-région particulierement
contrastée au regard de I’incidence.

Méthode : choix d’une zone d’étude (région ou pays
entier) ; réalisation d’un plan d’échantillonnage
représentatif pour évaluer I’exposition des groupes de
population étudiés (contamination des denrées a
POTA et a d’autres néphrotoxiques si présence
d’activité industrielle particuliere, imprégnation des
matrices biologiques) ; modélisation des variations
géographiques.

Variations spatiales

Epidémiologie descriptive
Evolutions spatio-temporelles

Variations spatiales

Etude écologique

Etude transversale

A 4 \ 4

Etude cas-témoins
par dépistage local

Etude cas-témoins
a I’hopital

Méthode : constitution d’un fichier de données d’apres
le registre national des IRCT de Tunisie, ainsi que les
recensements sur les 10 dernieres années.

Objectif : caractériser I’exposition a I’OTA dans la
population tunisienne ; étudier le risque relatif de
présenter une perturbation de la fonction rénale
dans un groupe exposé par rapport a un groupe non
exposé, et au sein du groupe exposé étudier une
éventuelle relation dose-réponse.

Méthode : enquéte dans un échantillon de
personnes résidant dans une région ou ’on suspecte
de forts niveaux d’exposition a 'OTA et dans une
région témoin : mesure de I’exposition (OTA dans
le sang et les urines, OTA dans les aliments,
mesures répétées) et de parametres rénaux
(B2microglobuline urinaire, créatinurie, etc.).

Objectif : étudier le risque relatif d’exposition a 'OTA et d’autres néphrotoxiques chez des
patients atteints de NIC indéterminée par rapport a des groupes témoins (patients atteints
d’autres néphropathies, personnes en bonne santé issues de la population source des cas)

Méthode :

systématique dans une zone repérée comme
endémique pour recruter le nombre de cas et
de témoins voulus.

organisation d’un dépistage Méthode : recrutement
années des cas incidents diagnostiqués
dans les trois services de néphrologie de
Monastir, Sfax et Tunis.

sur plusieurs

Figure 6 : Représentation schématique de I’arbre de décision applicable a la démarche de recherche en population tunisienne
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V.1 Acte premier : a la recherche du haricot magique

Dans ce travail descriptif, nous caractérisons et commentons 1’incidence des affections rénales
de type Insuffisance Rénale Chronique au stade Terminale et Traitée (IRCT) en Tunisie sur la
période 1992-2001. Nous utilisons pour ce faire les données brutes du registre national
communiquées par le Ministere Tunisien de la Santé Publique (cas incidents) et les données
du recensement national obtenues aupres de 1’Institut National de la Statistique.

Notre objectif principal est d’analyser les évolutions récentes dans la population tunisienne,
notamment en termes de pathologie primaire, et de les comparer aux données internationales
issues des registres européens.

Cette premiere étape dégage des tendances décennales originales en Tunisie et nous incite a
nous prononcer en faveur d’une étude de type transversal (cf. figure 6). Elle fournit en outre
des informations qualitatives quant au choix des régions d’enquéte. Se pose alors doublement
la question de 1’évaluation de I’exposition.

V.2  Acte deux : un champignon-modele

Effectuant une "pause méthodologique" que I'on n'ose appeler "détour” tant les enseignements
tirés nous tirent justement en avant, nous entamons alors un travail de modélisation de
I’exposition prenant pour exemple 1'Ochratoxine A en vue de déterminer la sensibilité des
estimations de I’exposition vis-a-vis de la variabilité des données sources de consommation et
de contamination. Nous distinguons deux niveaux d’analyse :

— la population : distributions a comparer aux valeurs toxicologiques de référence pour
estimer la probabilité de leur dépassement (caractérisation du risque) ;

— IDindividu : exposition d’un sujet inclus dans une étude étiologique afin de le classer
correctement vis-a-vis des autres participants, ou d’estimer 1’exposition quantitativement.

La modélisation porte sur la population frangaise via 1’utilisation des données de
consommation de 1’enquéte INCA99 et de données nationales de surveillance de la
contamination des denrées alimentaires, en étroite collaboration avec 1’Observatoire des
Consommations Alimentaires a ’AFSSA. Simulations de type Monte-Carlo et méthodes de
réduction de la variance sont principalement mises en ceuvre.

Les conclusions relatives a l'exposition de la population francgaise sont rassurantes. Celles
relatives a I’exposition individuelle incitent a utiliser des marqueurs biologiques d’exposition
en complément des données alimentaires dans 1’étude transversale tunisienne.

V.3 Acte trois : partie de campagne

Nous avons enfin, tout au long de ces trois années, mis en place une étude épidémiologique de
type transversal au sein de la population tunisienne, en partenariat avec le LRSBC et avec
I’accord du Ministere de la Santé Publique tunisien.

Le protocole, baptis¢é OTARI (OTA, Tunisie, Alimentation, Rein, Investigation), a pour
objectifs de quantifier les niveaux d’exposition individuelle a ’OTA de la population de trois
régions tunisiennes et d’explorer 1’existence d’une association entre I’exposition individuelle
et la survenue d’effets toxiques rénaux a un stade infra-clinique.

L’OTA urinaire et sérique sont utilisés comme indicateurs d’exposition individuelle. Les
atteintes rénales infra-cliniques sont évaluées a I’aide de marqueurs urinaires d’effets tubulo-
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toxiques précoces. A partir des données de fréquence de consommation et de contamination
d’aliments-types, un score d’exposition individuel a I’OTA est également calculé.

Une étude pilote a été réalisée dans un premier temps afin de valider I’approche globale et les
aspects logistiques.

La situation tunisienne souléve maintes questions.
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CHAPITRE 1:

REGISTRE DES INSUFFISANCES RENALES CHRONIQUES

TERMINALES TRAITEES EN TUNISIE

"Tout intérét pour la maladie et la mort
N'est autre qu'un intérét pour la vie".

La Montagne Magique, Thomas Mann.
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| INTRODUCTION ET OBJECTIFS

l.1 Pathologies rénales possiblement reliées a 'OTA

La néphrotoxicité de ’OTA n’a pas été établie chez I’homme, trés peu d’observations ayant
été rapportées. La toxicité rénale aigiie est rare : un cas seulement a été décrit, dans des
conditions exceptionnelles d’inhalation (Di Paolo et al. 1993).

D’apres Godin et al. (1997), la toxicité rénale chronique est probable mais certainement mal
identifiée au vue de son caractere tubulo-interstitiel et de son évolution a bas bruit, ¢’est-a-
dire du fait que cette pathologie est longtemps asymptomatique, sans cedeme ni hypertension
artérielle notamment. Deux catégories d’atteintes rénales de type néphropathies
(tubulo)interstitielles chroniques ont été associées a I’exposition a I’OTA dans la littérature
néphrologique : la Néphropathie Endémique des Balkans (NEB) et la Néphropathie
Interstitielle Chronique Caryomégalique (NIK). Nous en décrivons ici les principales
caractéristiques cliniques, biologiques, histo-pathologiques et, le cas échéant, étiologiques.

[.1.1 La néphropathie endémique des Balkans (NEB)

L’OTA a été isolée d’une culture microbienne pour la premiere fois en 1965 (van der Merwe
et al. 1965), mais ce n’est que dans les années 70 que son implication dans la survenue de
pathologies rénales chez 1’animal et ’homme a été envisagée.

En effet, c’est a cette époque que plusieurs études d’observation et expérimentales ont permis
d’établir la causalité de la relation entre une néphropathie porcine, endémique au Danemark et
dans d’autres pays d’Europe, et la consommation d’aliments contaminés a I’OTA (Elling and
Moller 1973; Hald 1991; Krogh et al. 1973; Stoev et al. 1998).

Parallelement a ces investigations chez le porc, une néphropathie tubulo-insterstitielle
chronique sévissait de maniere endémique dans certaines régions des Balkans, ce au moins
depuis le milieu des années 50, période a laquelle elle a été découverte et décrite,
probablement en raison de 1’amélioration de I’acces aux soins des populations (Tanchev and
Dorossiev 1991). La figure 1 présente la localisation géographique des foyers endémiques ou
la prévalence est comprise entre 2 et 10%, sous-estimée en raison du caractere largement
asymptomatique de la progression de I’affection (Stefanovic and Polenakovic 1991). Seules
les populations rurales de la péninsule balkanique, en particulier les régions de Bosnie
Herzégovine, Bulgarie, Croatie, Roumanie et Yougoslavie (Serbie) situées dans le bassin du
Danube, sont affectées. Cette néphropahie idiopathique, incurable et rapidement fatale apres
la manifestation des premiers symptomes (mortalité spécifique pour la période 1957-1984
supérieure a 3%o, Ceovic et al. 1992) est devenue une préoccupation majeure de santé
publique dans cette région du monde, ainsi qu'une énigme pour la communauté des
néphrologues. En 1964, un groupe d’experts internationaux réunis par 1’Organisation
Mondiale de la Santé décrit 1’affection (World Health Organization 1965), qui est reconnue
comme entité nosologique a part entiere sous 1’appellation : « Néphropathie Endémique des
Balkans » (NEB) et inscrite dans le systéme international de classification des maladies en
1989 (ICD10).

Brievement, sur un plan clinique, la maladie se déclare en général entre 1’age de 50 et 60 ans
et progresse tres lentement vers une insuffisance rénale terminale. Apres le développement de
signes et symptomes non spécifiques, tels qu'une anémie marquée et une protéinurie modérée
sans hypertension artérielle, des atteintes rénales de nature non-inflammatoire apparaissent, en
particulier la nécrose tubulaire, la hyalinisation des glomérules et, dans les stades les plus
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avancés, la fibrose interstitielle. Ces atteintes sont similaires a celles rencontrées chez le porc,
a ceci pres qu’on observe une atrophie des reins dans le cas de la NEB et une hypertrophie
dans le cas de la néphropathie porcine (Radonic and Radosevic 1992).

Une augmentation de I’excrétion urinaire de PB2microglobuline pourrait constituer un
indicateur précoce sensible de progression de la NEB (Hrabar et al. 1991; Jevremovic et al.
1991; Radonic 1978).
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Figure 1 : Zones endémiques pour la NEB.
D’apres (Stefanovic and Polenakovic 1991)

Sur le plan épidémiologique, on constate une agrégation familiale des cas et la nécessité
d’avoir vécu 10 ans au moins dans un village dit « endémique » pour développer 1’affection.
Seules les personnes exercant une activité agricole sont a risque. Les enfants ne sont pas
touchés et les femmes plus souvent que les hommes (ratio homme:femme de 3:2 environ).
Les villages endémiques et non endémiques sont parfois situés a seulement quelques
kilometres les uns des autres, et au sein d’'un méme voisinage cohabitent des familles
affectées et d’autre indemnes.

Aucun facteur étiologique n’a pu étre mis clairement en évidence (Plestina 1992), en dépit
d’hypotheses variées passé€es en revue par Pfohl-Leszkovicz et al. (2002) : métaux lourds et
autres éléments métalliques et minéraux dans I’eau de boisson et le sol, impliquant en
particulier une carence en sélénium ; infection bactérienne a E.Coli, leptospirose et particules
virales possiblement transmises par des rongeurs ; acide aristolochique, un alkaloide présent
dans la pharmacopée chinoise et retrouvé dans le blé, impliqué dans la néphropathie aux
herbes chinoises ; toxines microbiennes dans les aliments, dont I’OTA, la citrinine et d’autres
toxines produites par des moisissures du genre Penicillium ; enfin et plus récemment,
hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) et amines aromatiques dans 1’eau de boisson
provenant de lignites du Pliocene (Tatu et al. 1998).
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La nature principalement environnementale de 1’étiologie a été démontrée par une étude de
migrants (Ceovic et al. 1985) : deux populations génétiquement distinctes, 1’une originaire de
Yougoslavie, 1’autre immigrante de 1’Ukraine, toutes deux installées dans des régions
endémiques de la Yougoslavie, présentaient des prévalences similaires de NEB. Toutefois,
I’agrégation familiale des cas continue de soulever la question de I’implication de
prédispositions génétiques (Toncheva and Dimitrov 1996; Toncheva et al. 1998; Toncheva et
al. 1988).

Différents arguments militent depuis longtemps en faveur de I’implication de I’OTA dans la

survenue de la NEB :

— La plus grande fréquence de contamination des aliments par I’OTA dans les régions
endémiques, dont les populations rurales pratiquent 1’auto-consommation et le stockage
des aliments de base (Krogh et al. 1977; Pavlovic et al. 1979; Petkova-Bocharova and
Castegnaro 1985; Puntaric et al. 2001; Vrabcheva et al. 2004; Vrabcheva et al. 2000) ; de
méme, la forte prévalence des prélevements sanguins contaminés chez les habitants de ces
régions endémiques (Fuchs et al. 1991; Nikolov et al. 1996; Petkova-Bocharova and
Castegnaro 1991; Petkova-Bocharova et al. 1988; Plestina et al. 1990; Radic et al. 1997) ;

— La variabilité saisonnicre et annuelle des niveaux de contamination des aliments par
I’OTA, variabilité constatée également dans la protéinurie, la prévalence et I’incidence de
la NEB, ainsi que la corrélation positive entre I’exces de précipitations et le nombre de
personnes décédées des suites d’une NEB dans les deux années consécutives (Austwick et
al. 1979; Plestina 1992) ;

— L’agrégation familiale, compatible avec un facteur de risque alimentaire partagé par les
différents membres de la famille (habitudes d’approvisionnement, de stockage et
fréquence de consommation) ;

— L’association fréquente de tumeurs du tractus urinaire (uretre, pelvis rénal et plus
récemment vessie) a cette néphropathie, évoquant des facteurs de risque a la fois
néphrotoxiques et cancérogenes (Chernozemsky et al. 1978; Cvoriscec et al. 1998; Djokic
et al. 1999; Radovanovic et al. 1991; Stewart et al. 2003; Stojanov et al. 1977; Stoyanov et
al. 1978) ;

— Une certaine reproductibilité expérimentale des effets néphrotoxiques et cancérogenes de
I’OTA suspectés chez I’homme, en particulier chez le rat, la souris, le poulet et le porc
(Krogh 1992; Krogh et al. 1979; Krogh et al. 1976; Stoev et al. 2004).

Il existe toutefois des éléments contradictoires, tels que 1’observation sur une période de 5 ans
en Croatie de fréquences et niveaux de contamination des sérums par I’OTA aussi élevés dans
les villages non endémiques que dans leurs voisins endémiques, voire supérieurs pour 1’année
1985 (Fuchs et al. 1991), résultats confirmés par Radic et al. (1997). Plus récemment, la
détermination de I’OTA dans la diete de ménages issus de villages endémiques ou non en
Bulgarie a remis en cause I’'implication de la seule OTA dans la survenue des cas de NEB
observés (Abouzied et al. 2002), bien que le délai entre exposition et survenue de la
pathologie rénale puisse invalider ce genre de raisonnement « simultané » (comparer
simultanément I’exposition a I’OTA et le caractere endémique d’un village pour la NEB).

De plus, la présence concomitante de citrinine (une autre mycotoxine) dans les denrées
consommées par les familles affectées par la NEB (Vrabcheva et al. 2000) et la mise en
évidence d’autres toxines produites par des moisissures du genre Penicillium dont le potentiel
néphrotoxique serait supérieur a celui de I’OTA (Mantle et al. 1991b) interrogent
I’importance respective de ces différentes toxines dans la pathogenese rénale. Arlt et al.
(2002) et Hranjec et al. (2005) évoquent également la possibilité que 1’acide aristolochique,
néphrotoxique et cancérogene comme 1’OTA, puisse concourir a la survenue des tumeurs du
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tractus urinaire associées a la NEB dans les zones endémiques.

Dans le méme ordre d’idée, 1’hypotheése d’une action synergique de plusieurs toxines
environnementales, dont I’OTA et la citrinine, conjuguée a I’existence de prédispositions
génétiques encore non identifiées, a ét€ récemment avancée dans le cas de la néphropathie
porcine observée en Bulgarie (Stoev, Hald et al. 1998), comme suggéré auparavant par Berndt
et al. (1980) et Hald (1991).

L’ensemble des études relatives a 1’étiologie de la NEB, longtemps rendues difficiles par le
contexte social puis politique des Balkans et I’absence d’études prospectives sur les facteurs
de risques identifiés, laisse aujourd’hui a penser que cette pathologie est vraisemblablement
d'origine pluri-factorielle.

Si tant est que ’OTA soit réellement un facteur de risque pour la NEB et les tumeurs du
tractus urinaire associées, la mycotoxine agirait donc trés probablement en synergie avec
d'autres toxines (la citrinine, en particulier, et possiblement I’acide aristolochique), des
éléments en trace (possiblement une carence en sélénium) ainsi que des composés organiques
(contamination de 1'eau par ruissellement a travers les lignites du Pliocene).

En outre, il n’est pas possible a ce jour de déterminer si I’OTA interviendrait dans la phase
d’initiation de la NEB, ou dans celle de progression vers une insuffisance rénale, tel que
suggéré par Hsieh et al. (2004), en particulier concernant la néphropathie diabétique.

[.1.2 Les néphropathies interstitielles chroniques caryomégaliques (NIK)

La deuxieme affection décrite plus récemment dans la littérature comme possiblement reliée a
une exposition chronique a I’OTA est une néphropathie interstitielle caryomégalique
idiopathique (NIK).

L’équipe de Godin et al. (1997) a rapporté deux cas cliniques d’insuffisance rénale chronique
avec atrophie tubulaire, fibrose interstitielle et la présence de gros noyaux hyper-chromatiques
dans les cellules épithéliales des tubules proximaux et distaux et les cellules endothéliales des
capillaires péri-tubulaires. La figure 2 illustre le type de 1ésions typiquement observées au
niveau du néphron. Corrélativement, les teneurs en OTA dans le sérum (20.5 et 367 ng/ml) et
les urines (1001 et 1810 ng.ml) étaient extrémement élevées. Ces deux cas s’apparentaient a
une entité nosologique rare, ou du moins rarement rapportée, identifiée pour la premiere fois
par Burry (1974) puis décrite par Mihatsch et al. (1979) a partir de trois cas : la néphropathie
interstitielle avec caryomégalie (NIK). En Tunisie, trois cas familiaux de NIK ont été décrits
par Hassen et al. (2004), associés a des teneurs sériques (505.8, 102.6 et 1023.0 ng/ml) et
urinaires (94.4 et 10.2 ng/ml) en OTA extrémement élevés.

Plusieurs cas de NIK ont également été rapportés sans qu’ une association avec I’OTA ne soit
probable ou recherchée : six en Australie (Bhandari et al. 2002), cinq en Suisse (Moch et al.
1994; Spoendlin et al. 1995) et un en Grece (Vadiaka et al. 1998).

Aucune étiologie tubulo-interstitielle habituelle - consommation d’analgésiques, exposition
aux métaux lourds ou aux herbes chinoises, autres causes - n’a pu €tre associée a ces cas,
cependant que I’hypotheése d’une sensibilité génétique lié au systeme HLA, possiblement les
types A9 et B35, est évoquée. La conjonction de I’exposition a un xénobiotique et d’une
sensibilité génétique familiale est avancée par différents auteurs, en particulier Bhandari et al.
(2002).

La NIK n’est reconnue a ce jour comme entité nosologique a part entiere ni dans le systeme
de classification international des maladies, ni dans la classification de 1’European Renal
Association - European Dialysis and Transplantation Association (ERA-EDTA), organe de
coordination européenne des registres nationaux de la prise en charge de I’insuffisance rénale.
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Ceci rend impossible I’étude directe de sa fréquence et de sa distribution. Bhandari et al.
(2002) postulent que cette affection est probablement sous-identifiée du fait de la nécessité de
pratiquer une biopsie rénale pour en établir le diagnostic de type histologique. La biopsie
rénale est d’autant plus rarement pratiquée que le stade de dépistage de 1’insuffisance rénale
associée est avancé. En effet, le risque de complications augmente pour le patient présentant
des reins atrophiés et I’interprétation des observations histologiques est difficile en présence
de fibrose interstitielle et de nécrose tubulaire avancées.

Figure 2 : Tubules corticaux de deux cas présentant des cellules épithéliales a gros noyaux
polychromatiques (x420). Reproduit de (Bhandari et al. 2002).

La plupart des cas de NIK doivent donc se retrouver par défaut dans la catégorie des
diagnostics interstitiels idiopathiques (NICI), si ce n’est dans celle des néphropathies de cause
incertaine ou indéterminée.

C’est ce type de néphropathie, que nous assimilerons a la catégorie des NICI, qui a été
identifié en Tunisie comme possiblement i€ a ’exposition a I’OTA, et dont nous décrivons
les principales caractéristiques.

.2 Description de I'entité nosologique

[.2.1 Les néphropathies interstitielles chroniques idiopathiques (NICI)

Des le début des années 1990, Achour and al. (1993) relevent une fréquence élevée de
néphropathies interstitielles (NIC) en Tunisie (20 a 30% des cas dépistés) dont 30% de cause
indéterminée (NICI). Sur la base des ressemblances cliniques avec la NEB décrite plus haut et
de la présence d’OTA dans les aliments de consommation courante en Tunisie, ’hypothese de
I’implication de I’exposition chronique a I’OTA par voie alimentaire dans la survenue de ce
type de pathologie en population tunisienne est formulée (Maaroufi et al. 1995a; Maaroufi et
al. 1995b). En effet, la néphropathie interstitielle décrite est chronique, bilatérale, non
inflammatoire, primitivement tubulo-interstitielle, asymptomatique jusqu’a 1’age de 40 a
50 ans, et évoluant a bas bruit jusqu’a I'insuffisance rénale. Abid et al. (2003) font un point de
quatre études menées par I’équipe de Bacha et coll. entre 1991 et 2000 dans lesquelles les
teneurs sériques et parfois alimentaires d’OTA, ainsi que la B2microglobuline urinaire ont été
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déterminées dans plusieurs groupes de population, le plus souvent recrutés dans la région de

Monastir (Centre-Est du pays) : t€émoins en bonne santé, patients atteints de NIC, de NIC

idiopathique (NICI), ou d’autres types de néphropathies chroniques (NAutres). L’ensemble

des résultats obtenus et résumés au tableau 1 indiquent :

— D’une part une élévation importante et significative de I’OTA sérique chez les personnes
atteintes de NIC (1991) et de NICI (1994 et 1997) par rapport a celles atteintes d’un autre
type de néphropathie chronique et elles-mémes relativement aux controles ;

— D’autre part, une élévation significative de ’OTA sérique chez les personnes atteintes de
NICI par rapport aux NIC (2000), s’accompagnant d’une élévation non significative de la
B2microglobuline urinaire entre les deux groupes, et d’une contamination alimentaire
significativement plus élevée chez les patients atteints de NICI que chez les témoins.

Année (effectify Témoins NIC NAutres NICI
1991 25 Total NIC & Autres : 244
%>LOD 82 95 87
pxE.T. 3.35+2.32 52.70+22.58 6.75+2.79
étendue 1.20-5.50 12.30-62.80 0.00-8.30
1994 140 - Total Autres & NICI : 610
%>LOD 77 - 96 100
pxE.T. 2.251+2.00 - 12.601£6.36 55.60+£19.00
étendue 1.70-2.80 - 9.00-18.00 23.00-62.00
1997 20 - 40 20
%>LOD 71 - 83 93
pxE.T. (OTAs) 2.60£2.30 - 8.11£6.00 44.40+19.00
p+E.T. (B2My) 0.09+0.02 - 0.71£0.06 2.35+0.45
2000 20 20 - 20
%>LOD 62 78 - 100
pxE.T. (OTAs) 1.22+1.20 12.3614.40 - 50.40+8.20
p+ET. (B2My)  0.12+0.07  1.45+0.91 - 1.96+0.99

Tableau 1 : Etude de I’association entre OTA sérique (OTAs) et

type de néphropathie en Tunisie. Adapté de (Abid et al. 2003).
LOD : Limite Of Detection ; f2My : f2-microglobuline urinaire.
p: moyenne; E.T.: écart-type.

Ce type de comparaison est toutefois a prendre avec réserve, dans la mesure ou, méme si en
1997 et 2000, les patients ont été recrutés sur la base d’une créatinine sérique de 200 a
300 uM, ce parametre reflete I’état de la filtration glomérulaire, et ne donne pas d’indication
sur la fonction de sécrétion tubulaire. A des stades « précoces » ol la fonction glomérulaire
est modérément quoique significativement affectée (créatininémie de 200 a 300 uM), il est
possible d’observer une diminution du pouvoir de concentration et du flux plasmatique rénal
(diminution de la clairance de 1’acide para-amino-hippurique, un anion organique, et élévation
de la fraction de filtration) chez des patients atteints de néphropathie interstitielle. Or, I’OTA
étant tres largement liée a des protéines plasmatiques de type sérumalbumine, la sécrétion
tubulaire semble €tre sa principale voie d’excrétion rénale, laquelle est probablement d’autant
plus altérée que la fibrose interstitielle et les 1€sions tubulaires sont présentes a des stades
avancés. Il existe peu de données cliniques relatives a I’influence des pathologies rénales
chroniques dont I'IRC a différents stades sur 1’excrétion et en particulier la sécrétion rénale
des anions et cations organiques (xénobiotiques divers dont 1’ochratoxine A, médicaments et
produits de leur métabolisme, molécules endogenes). Dans une revue des données
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pharmacocinétiques disponibles, Dorne et al. (2004) indiquent cependant que la clairance
rénale de 18 substances excrétées par le rein est divisée par un facteur 2 a 23 chez les
personnes atteintes d’'une maladie rénale chronique.

[.2.2 Les néphropathies interstitielles caryomégaliques idiopathiques (NIKI)

Précisant la nature de 1’affection interstitielle possiblement reliée a une exposition chronique a
I’OTA, Hassen et al. (2004) ont signalé I’existence de rares cas de NIKI en Tunisie. Se
fondant sur la description de 3 cas évoqués plus haut, présentant des niveaux sériques et
urinaires exceptionnellement élevés d’OTA, les auteurs postulent qu’une exposition
alimentaire chronique a I’OTA, possiblement associée a la présence des types HLA B27/35,
pourrait étre a I’origine d’un nombre indéterminé de cas de NIKI présentant une agrégation
familiale dans la population tunisienne. Ces cas de NIKI seraient la plupart du temps
diagnostiqués par défaut comme NICI, concourant a la fréquence de survenue de cette
affection décrite dans la région Centre notamment (Kaiss 1999).

Ces observations chez ’homme sont appuyées par la reproduction expérimentale chez le rat,
via I’exposition a I’OTA, de 1ésions tubulaires et interstitielles avec anomalies cellulaires de
type caryomégalie (Baudrimont et al. 2001; Boorman et al. 1992; Maaroufi et al. 1999;
Munro et al. 1974), bien que d’autres toxines produites par des champignons du genre
Penicillium semblent pouvoir concurrencer I’'implication de ’OTA (Mantle et al. 1991a),
comme évoqué plus haut pour la NEB.

Le mécanisme par lequel 1’exposition chronique a I’OTA serait reliée a la karyomégalie des
cellules épithéliales tubulaires demeure inconnu. En revanche, O'Brien and Dietrich (2005)
proposent une hypothése mécanistique d’induction de la fibrose interstitielle observée chez le
porc et caractéristique de la NEB et de la NIC: I’OTA exercerait un effet
cytotoxique/cytostatique sur les cellules épithéliales rénales du tubule proximal, couplé a une
prolifération continue des fibroblastes remplagant progressivement les tissus fonctionnels. En
effet, la mort cellulaire au niveau de 1’épithélium tubulaire conduirait au recrutement des
macrophages et d’autres cellules du syst¢éme immunitaire ainsi qu’a la libération de cytokines
susceptibles de favoriser la prolifération des fibroblastes, relativement insensibles a ’OTA
(Sauvant et al. 2005).

Quant a I’origine des effets cytotoxiques de I’OTA sur les cellules tubulaires, il n’existe pas
de consensus. Il est probable que I’OTA s’y accumule, notamment par le biais de
transporteurs d’anions organiques (Babu et al. 2002; Jung et al. 2001). Restent a déterminer la
nature et la gravité (y compris la réversibilité) des effets qui sont susceptibles de varier en
fonction de la dose, de I’espece, de 1’age et du sexe. Gekle et al. (1998) rappellent que la
plupart des études de toxicité expérimentale ont été réalisées a fortes doses (concentrations
micro-molaires) pour lesquels les effets de I’OTA sont aspécifiques : inhibition de la synthese
de macromolécules, peroxydation lipidique et blocage de la respiration mitochondriale. Ils
proposent en outre a faibles doses (concentrations nano-molaires) des effets spécifiques
conduisant a des modifications la fonction et/ou du phénotype des cellules du tubule proximal
et du tube collecteur via la perturbation des signaux et régulations cellulaires (Gekle et al.
2005). L’intégrité cellulaire ne serait pas nécessairement altérée, mais des modifications de la
fonction rénale et possiblement de ’homéostasie générale pourraient, a terme, survenir.
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[.2.3 Objectifs

L’incidence des NIC, et plus particulierement des NICI n’a, a notre connaissance et a ce jour,
pas été étudiée extensivement dans la population tunisienne. Un doctorat de médecine s’est
toutefois intéressé a cette affection dans la région Centre (Kaiss 1999). Ainsi, entre 1992 et
1998, 110 nouveaux cas de NIC ont été diagnostiqués, soit 21% des patients recrutés dans le
service de néphrologie concerné, dont 34% de NIC idiopathiques.

Il ne nous est pas possible d’étendre 1’étude directe de la fréquence et de la distribution des
NIC dans la population tunisienne, d’une part parce qu’elles sont rarement dépistées a des
stades précoces, et d’autre part car elles ne sont pas enregistrées de maniere systématique a
travers le pays. Il existe cependant une source d’information exhaustive en matiere de
pathologie rénale : le registre national des insuffisances rénales chroniques terminales traitées.

L'insuffisance rénale est définie comme 1'altération de la fonction excrétrice des reins, appelée
usuellement fonction rénale et mesurée par la diminution du débit de filtration glomérulaire
(DFG). Cette altération concerne aussi les autres fonctions des reins. L'insuffisance rénale
chronique (IRC) est souvent évolutive et s'aggrave progressivement. Lorsque l'insuffisance
rénale est majeure ou terminale (IRCT), la prolongation de la vie n'est possible que griace aux
traitements de suppléance que sont 1'épuration extra-rénale (EER, ou hémodialyse), la dialyse
péritonéale, et la transplantation rénale. Par suite, nous appelons IRCT I’insuffisance rénale
terminale traitée. L’EER consiste a purifier le sang de maniere « extra-corporelle », c’est-a-
dire a retirer a 1’aide d’un filtre les produits non-volatiles du métabolisme, les électrolytes et
les fluides qui se retrouvent en exces dans la circulation générale ; la dialyse péritonéale se
fait par filtration a travers le péritoine (Mallick and Gokal 1999).

Nous adoptons dans un premier temps une approche descriptive avec pour objectifs de
caractériser la force d’incidence des insuffisances rénales terminales dans la population
tunisienne, par type de pathologie primaire au cours du temps (derniere décennie) et a travers
I’espace (entre régions). Cette démarche devrait nous permettre d’apprécier les évolutions
récentes dans la fréquence de survenue des IRCT et d’identifier d’éventuelles variations
géographiques a mettre en relation avec des facteurs environnementaux, comme cela a pu étre
le cas avec I’exposition au Cadmium dans la population suédoise, notamment (Hellstrom et
al. 2001).
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I MATERIELS ET METHODES

1.1 Choix de l'affection-indicateur

La figure 3 illustre le modele adopté par la National Kidney Foundation nord-américaine
concernant I’évolution des pathologies rénales chroniques (« atteintes » et « | DFG ») vers
I’IRC (des stades précoces au stade terminal) et le déces survenant soit directement des suites
de I’IRC terminale, soit de complications et d’états morbides liés a la pathologie rénale.

complications
comorbidité

Figure 3 : Le continuum des pathologies rénales chroniques : du « normal » au
« pathologique » via I'initiation (I) et la progression (P). DFG : débit de filtration glomérulaire.
Adapté de (K/DOQI 2002).

Les patients bénéficiant d’un traitement de suppléance de I’'insuffisance rénale terminale
(EER ou greffe) ne représentent que la partie émergée de 1’« iceberg » des personnes atteintes
d’une pathologie rénale chronique (White et al. 2005). Il est bien entendu que I'incidence de
I’insuffisance rénale chronique traitée (IRCT) est inférieure a celle de I'IRC tous stades
confondus et a fortiori des pathologies rénales chroniques €voluant a bas bruit sans IRC,
comme illustré par la figure 4.

Il est important de noter qu’a chaque stade de la pathologie rénale initiale, la probabilité de
déces est largement plus élevée que celle de progression vers I'IRC (Keith et al. 2004),
pointant la faible proportion des cas présentant des atteintes rénales et arrivant effectivement
au stade terminal et traité de I'IRC. Parmar (2002) estime ainsi que dans la population états-
unienne, pour chaque personne prise en charge par EER ou transplantation rénale, 20 a 30 de
personnes présenteraient une altération de la fonction rénale a des stades divers.

Dans la région Centre de la Tunisie, une étude a dénombré pour I’année 1998 un total de 300
nouveaux cas d’IRC, dont 221 (73.7%) pris en charge par voie médicamenteuse (traitement
conservateur des patients atteints d’IRC modérée), 76 (25.3%) traités par épuration extra-
rénale (EER), la plupart du temps par hémodialyse, et seulement 3 (1%) ayant bénéficié¢ d’une
greffe préemptive avant traitement par dialyse (Sabra 2001).
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Figure 4 : L’ « iceberg » des maladies rénales chroniques dans la population générale.
Les pourcentages en fonction du stade de I'IRC, défini par le Taux (Débit) de Filtration Glomérulaire
(TEG ou DFG, ml/min/1.73m?) selon les recommandations internationales (K/DOQI 2002), se rapportent aux
populations Australienne et Néo-Z¢landaise. Adapté de (White et al. 2005).

La prise en charge de I'IRC terminale étant coliteuse et nécessitant une planification sanitaire
annuelle des besoins en équipements et capacités d’accueil, un registre médico-administratif
existe dans de nombreux pays, y compris en Tunisie. Ce registre constitue notre principale
source de données sur I’incidence des pathologies rénales dans la population tunisienne.

.2  Source des données

Le calcul de la fréquence d’une maladie dans une population implique la définition d’un
numérateur (ex : nombre de nouveaux cas enregistrés pendant la période T) et d’un
dénominateur (population soumise au risque de développer cette maladie pendant la
période T). Les statistiques populationnelles actuellement disponibles en Tunisie et
permettant d’approcher I’incidence des NIC et NICI via celle des IRCT sont :

d’une part le registre national des Insuffisances Rénales Chroniques Traitées (Ministere de
la Santé Publique) pour le dénombrement des cas d’IRCT par pathologie primaire ;

d’autre part les données du recensement national (Institut National de la Statistique) pour
la définition de la population de référence.

Les informations médicales collectées a d’autres fins que la recherche épidémiologique ne
peuvent cependant étre utilis€ées que si une évaluation rigoureuse des limites de leur qualité
est effectuée. En effet, la validité des calculs de fréquence de la maladie étudiée peut étre
compromise par un dénombrement des cas erroné et par une mauvaise correspondance entre
les cas et la population de référence. Nous présentons ici les éléments d’information relatifs
aux données sanitaires que nous avons pu collecter aupres de médecins néphrologues du
service de néphrologie du CHU de Monastir ainsi des deux personnes en charge de la tenue
du registre national des IRCT au Ministere de la Santé Publique. Et décrivons les données
démographiques obtenues aupres de 1’Institut National de la Statistique (INS).
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[1.2.1 Petite histoire du traitement de suppléance en Tunisie

La prise en charge de I’insuffisance rénale par dialyse a commencé en 1968 en Tunisie par le
biais de structures exclusivement publiques, la premicre ayant été instituée au service de
néphrologie de I’hdpital Charles Nicolle de Tunis. A partir de 1976, des centres de dialyse
privés se voient attribuer des dérogations par la caisse de sécurité sociale pour la prise en
charge par hémodialyse des patients atteints d’IRC. Des lors, le secteur privé se développe sur
la base de I’examen des demandes de création de centre, d’acquisition de postes de dialyse et
de suivi de nouveaux patients formulées par chaque centre. Les autorisations sont délivrées
par une commission nationale indépendante de néphrologues jusqu’en 1989, date a laquelle la
commission est intégrée a I’administration centrale (Ministere de la Santé Publique, Direction
de la Réglementation et du Controle des Etablissements Sanitaires). La méme année, un
nouveau texte de loi relatif a la planification sanitaire de la prise en charge des IRC par
dialyse est adopté. Tous les centres agréés doivent remplir un rapport semestriel d’activité
médicale conditionnant le déblocage de leurs crédits de fonctionnement. Ce rapport comprend
une partie détaillant le personnel et I’activité du centre permettant I’identification des besoins
en terme de carte sanitaire ainsi qu’un état nominatif des malades traités au cours du semestre.
Le taux de réponse des 122 centres avoisine les 100% en 2003 et I’information est centralisée
par une seule personne chargée de vérifier la qualité des données transmises par les centre et
de les contacter le cas échéant pour compléter les données manquantes (ceci ne prémunit pas
contre la sous-déclaration du nombre de patients par oubli, sous-déclaration toutefois fort peu
probable dans la mesure ou le centre regoit ses dotations sur la base du nombre de patients
pris en charge ou encore de séances d’hémodialyse. La vigilance est donc trés probablement
de mise). La prise en charge des patients atteints d’IRC n’a depuis cessé de progresser sur le
plan quantitatif aussi bien que de la qualité de vie, notamment en termes de distance entre
I’habitation et le centre de dialyse et de durée et fréquence des séances. Enfin, on peut noter
une volonté d’augmenter la capacité d’accueil des centres publics en particulier en matiere de
prise en charge des personnes relevant de la caisse des indigents. Ainsi, les autorisations ont
été gelées pour le secteur privé depuis trois ans a la faveur de 1’ouverture de nouveaux centres
publics dans les hopitaux régionaux, 1’objectif étant d’atteindre une unité d’hémodilayse par
siege de gouvernorat d’ici a la fin 2003 en plus des quatre unités hospitalo-universitaires. Un
autre probleme auquel doivent faire face ces quatre unités de CHU est qu’elles étaient jusqu’a
récemment les seules a pouvoir établir le diagnostic d’IRC nécessitant la prescription d’une
EER. Les consultations externes et les services de néphrologies s’en trouvent surchargés. La
tendance est a la mise en place de consultations de néphrologie dans les hopitaux régionaux
permettant de prescrire directement le traitement par EER en dehors des CHU.

L’activité des centres privés est par ailleurs plafonnée en terme de nombre de machines
d’hémodialyse, de séances et de patients recus par semaine, ce qui n’est pas le cas dans le
secteur public ol [D’activité s’ajuste en principe en fonction du nombre de malades
diagnostiqués.

[1.2.2 Nature et qualité des données sanitaires

En matiere de validité du dénombrement des cas, deux principaux types de probleémes peuvent

survenir (Rumeau-Rouquette et al. 1993) :

— le malade n’est pas reconnu comme tel : (auto-)exclusion du systeme de santé, erreur de
diagnostic et de classification, risques compétitifs ;

— le malade est connu mais n’est pas enregistré dans le registre de morbidité : non
exhaustivité de I’enregistrement ou absence d’acces a la prise en charge dans le cas des
registres fondés sur la déclaration de prise en charge.
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Acces au diagnostic

Le diagnostic doit en premier lieu étre porté. La plupart du temps, les statistiques sanitaires
reposent sur un diagnostic médical établi chez des personnes venues consulter et ne peuvent
donc prétendre a I’exhaustivité que si la maladie a enregistrer entraine presque
automatiquement une consultation médicale, une hospitalisation ou le déces.

Ce n’est pas le cas des NICI qui sont dans la majorité des cas découvertes de maniere fortuite
et par diagnostic d’élimination. On peut donc s’attendre a un sous-enregistrement des cas
d’autant plus important que les populations les plus vulnérables vis-a-vis des NIC sont des
populations en situation de précarit€é qui ont un acces limité au systeme de santé. En
particulier, on s’attend a un sous-recensement des cas dans les zones rurales par rapport aux
zones urbaines. D’apres les médecins interrogés, la limitation a I’acces aux soins ne serait pas
en premier chef due au coit de la consultation externe (4,5DT). En revanche, la distance entre
le lieu d’habitation et le lieu de consultation, étant donné le nombre limité de consultations
externes de néphrologie en Tunisie, est un facteur limitant d’acces a un dépistage relativement
précoce. Ce phénomene est accru par le caractere d’évolution a bas bruit des Néphropathies
Interstitielles Chroniques (NIC) vers une IRC décelable. Ceci implique également qu’une
proportion possiblement importante des personnes atteintes d’une NIC décede avant d’avoir
atteint le stade de prise en charge de I'IRC.

Le dépistage de I'Insuffisance Rénale Chronique pose également probleme puisque plus de
50% des IRC sont «asymptomatiques », c’est-a-dire que le patient ne ressent aucun
symptome, ou en tous cas rien de spécifique, hormis une fatigue générale. Les signes
cliniques de cette affection sont longtemps non spécifiques (asthénie, anémie, hypertension,
nausées, etc.), ce jusqu'a un stade tres avancé voire terminal (Jungers 1999). Du fait de
I’absence de « signal d’alarme », ces cas ne sont pas décelés. Leur diagnostic nécessite des
examens biologiques complémentaires. Les stades précoces ne sont donc détectés que dans le
cadre d’examens systématiques (population a risque ou campagne de dépistage en population
générale). En 1998, 13% des cas d’IRC ont été découverts de maniere fortuite au service de
néphrologie du CHU de Monastir, 32% a I’occasion du suivi d’une autre pathologie, et
seulement 19% suite a des signes rénaux (Sabra 2001). De méme, la principale cause de
consultation chez les patients atteints de NIC est I'IRC, la NIC évoluant a bas bruit quasi-
systématiquement jusqu’a une IRC alors uniquement décelable par des signes d’urémie.

Ces informations illustrent un recours encore inégal aux soins spécialisés, notamment
néphrologiques, lié a la fois a la limitation de I’offre et a celle de la demande en 1’absence
d’une sémiologie incitant les personnes a consulter. De plus, méme en présence d’un suivi
néphrologique, le diagnostic « histologique » et «étiologique » des maladies rénales
considérées peut demeurer infaisable, surtout a un stade avancé.

Diagnostic et Classification

Pour que le diagnostic soit exact, il faut que la définition de la maladie soit précise, fasse
I’objet d’un consensus et que le diagnostic soit certain dans les conditions usuelles d’exercice
de la médecine. Or dans le cas des NICI et de plusieurs autres types de NIC, on a affaire a un
diagnostic « par défaut » ou reposant pour beaucoup sur des présomptions. En outre, si la
nature et le nombre des examens ayant abouti au diagnostic de NICI varient dans les
différents services hospitaliers, entre médecins et/ou entre patients (notamment en raison de la
capacité de paiement liée a la couverture sociale), il y a un risque d’erreur différentielle de
classification. Autrement dit, en 1’absence d’une procédure standardisée de diagnostic, la
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comparabilité des données concernant les cas de NICI diagnostiqués dans les trois services de
néphrologie de Tunisie (Monastir, Sfax et Tunis) pose question. Nous présentons ici les
étapes du diagnostic d’un cas d’IRC de cause NICI d’apres I’interview d’un néphrologue du
CHU de Monastir. La séquence commence par le diagnostic de I'IRC (1), dont les
manifestations symptomatiques sont a 1’origine de la démarche de consultation médicale. La
pathologie primaire ayant évolué vers cet état d’IRC est alors recherchée par le médecin lors
d’un entretien. Le diagnostic de NIC se fait par élimination des pathologies dont le tableau
clinique est relativement simple a établir (2). En I’absence de présomption ou de preuves
qu'une entité nosologique particulicre est impliquée au sein des NIC, le diagnostic
« néphropathie interstitielle chronique idiopathique » (NICI) est porté (3).

1. Diagnostic d’Insuffisance Rénale Chronique (IRC) : créatininémie ; les patients atteints d’IRC
et venant consulter a la consultation externe sont en général a un stade modéré (créatininémie [200-

400[umol/l) tandis que les patients admis aux urgences sont plus souvent a un stade terminal (créatininémie
>800umol/l).

2. Diagnostic de Néphropathie Interstitielle Chronique (NIC) : élimination des diagnostics
simples de pathologie primaire
— Néphropathie glomérulaire : protéinurie, cedeme.
— Néphropathie vasculaire : hypertension artérielle, problemes oculaires et cardiaques, parallélisme
d’atteintes (reins atrophiés et symétriques).
— Polykystose
— Néphropathie interstitielle
— Clinique : pas d’cedeme ni d’HTA.
— Biologique : hématurie, leucocyturie.
— Radiologique : asymétrie des reins.
3. Diagnostic de NICI : élimination des NIC de cause connue
— Infection urinaire récidivante
— Lithiase
— Uropathie malformative : asymétrie et dilatation des cavités a I’échographie.
— Néphropathie héréditaire : sujets jeunes et antécédents familiaux.

— Néphropathie secondaire a une pathologie : goutte (uricémie élevée), hémopathie, maladie de
systéme, etc.

— Néphropathie aux analgésiques (AINS, paracétamol, phénacétine, aspirine, vitamine C):
interrogatoire sur les douleurs et céphalées.

— Néphropathie par intoxication aux métaux lourds ou aux oligo-éléments : interrogatoire
sur la région de résidence, les expositions professionnelles ; signes cliniques tels que I’ostéomalacie et
I’ostéoporose pour le cadmium, signes digestifs et neurologiques pour le plomb ; diagnostic certain
impossible en 1’absence de dosages sanguins et/ou urinaires.

— Néphropathie interstitielle de cause indéterminée (NIC idiopathique)

Le seul examen permettant la confirmation histologique du diagnostic est la biopsie rénale qui
ne peut que tres rarement étre pratiquée (moins de 5% des cas) en raison du stade
fréquemment avancé de I’IRC au moment de sa découverte, avec deux petits reins, la grande
fréquence de kystes séreux corticaux multiples et bilatéraux (surtout dans la population agée),
I’opposition de certains patients, leur état grabataire ou la présence de complications (Belhaj
2002).

La classification des maladies rénales initiales est effectuée selon les définitions et les codes
recommandés par la European Renal Association, European Dialysis and Transplant
Association (ERA-EDTA). Les éventuelles erreurs de codification ne nous sont pas ici
accessibles en tant qu’objet d’étude.
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Exhaustivité de I'enregistrement

Le patient ne sera identifié dans le registre national des IRCT que s’il est pris en charge dans
un centre de dialyse et signalé par ce dernier aux responsables du registre.

Des centres de diagnostic aux centres d’épuration extra-rénale (EER)

Une fois le diagnostic porté et exact, il faut que le cas soit connu des structures chargées de
I’enregistrement dans une zone donnée. Seulement trois centres hospitalo-universitaires
possedent un service de néphrologie en Tunisie et tous les patients atteints de troubles rénaux
sont amenés a consulter dans I’un de ces trois services en fonction de leur lieu de résidence. Il
y aurait donc identification entre structures de diagnostic de I'IRC terminale (services de
néphrologie des hopitaux de Monastir, Sfax et Tunis) et structures d’enregistrement (registres
des mémes hopitaux). Cependant, une fois le diagnostic porté et enregistré, le dossier du
patient est transféré a un centre de dialyse seulement dans la mesure ou la décision de prise en
charge a été prise par le néphrologue et approuvée par le patient.

Le bon transfert d’informations concernant le patient entre le CHU et le centre de dialyse est
normalement assuré via un bilan de sorti établi par le staff du service de néphrologie.

La figure 5 schématise les parcours possibles d’un habitant atteint d’insuffisance rénale
chronique et notamment terminale dans et hors le systeme de santé tunisien en indiquant les
« points aveugles » conduisant a un non enregistrement des cas, soit qu’ils ne soient pas
diagnostiqués, soit qu’ils se soustraient au systeme de prise en charge (hors déambulatoire)
une fois le diagnostic porté.

Des centres d’EER au registre national des IRCT

Le registre tunisien des Insuffisances Rénales Chroniques Traitées (IRCT) est un registre de

type médico-administratif. Il est tenu par un médecin et un ingénieur du Ministere de la Santé

Publique dans une optique de planification sanitaire. Tous les 6 mois, un imprimé type est

envoyé a chaque centre de dialyse, qui doit retourner un rapport d’activité semestriel sous

peine de sanctions administratives et financieres, en particulier pour ce qui est des structures
privées. Chaque centre doit donc retourner :

— Un rapport d’activité standardisé€ (formulaire) ;

— Une liste nominative des patients pris en charge (cas prévalents et incidents) indiquant
nom, prénom, affiliation sociale, date de naissance, date de début de dialyse, néphropathie
initiale (codification EDTA), statut viral (VHB, VHC), transferts et observations
éventuelles ;

Le gouvernorat ou la ville d’origine du patient pris en charge ne sont pas consignés, ce qui
limite la possibilité de faire des statistiques spatiales. Toutefois, le centre de dialyse dans
lequel le patient est pris en charge est enregistré ; la région d’administration du traitement est
donc connue, et correspond le plus souvent a la région de résidence. La catégorie
socioprofessionnelle et d’autres indicateurs d’éducation ou de niveau socio-économique ne
sont pas enregistrés pour le moment, en dehors du type d’affiliation a I’assurance maladie.

Les rapports sont envoyés par les centres d’hémodialyse depuis 1989 au moins, date a

laquelle leur envoi est devenu obligatoire. Le taux de réponse des 122 centres avoisine les

100% et I’'information est centralisée par une seule personne chargée de vérifier la qualité des

données transmises et de compléter, le cas échéant, les données manquantes. Ceci ne prémunit

certes pas contre la sous-déclaration du nombre de patients par oubli, laquelle est toutefois
peu probable dans la mesure ou le centre regoit ses dotations sur la base de la déclaration du
nombre de patients pris en charge et des séances d’hémodialyse administrées.
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Figure 5 : Parcours d’un habitant atteint d’Insuffisance Rénale Chronique (IRC) dans le systeme de santé tunisien
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On ignore par ailleurs avec quelle précision les rapports sont établis par les centres, en
particulier en fonction du type d’information sollicité (1’age par rapport a la pathologie
primaire), pas plus que la comparabilité des informations fournies par les différents centres
d’hémodialyse entre eux et dans le temps, en 1’absence d’un formulaire standardisé de listing
des patients et d’un historique des changements survenus dans la nature et la codification des
données transmises.

Les facteurs limitant 1’exhaustivité de I’enregistrement des cas d’IRC terminale en Tunisie
sont donc essentiellement relatifs a 1’acces au diagnostic et au traitement. La précision de
I’enregistrement des informations individuelles, notamment en termes de pathologie primaire
dont les NIC et les NICI, dépend probablement des pratiques de diagnostic mais aussi du soin
apporté a la transmission de ce type d’informations, non indispensables en terme de
planification sanitaire, des centres de diagnostic vers les centres de prise en charge et
ultimement vers le registre.

Caractéristiques individuelles des patients

La date de premiére prise en charge : ont été considérés comme « nouveau cas » pendant
I’année n les malades ayant débuté un premier traitement par épuration extra-rénale (EER)
entre le 1% janvier et le 31 décembre de I’année n. Les cas incidents ont par suite été identifiés
a partir de la date de premier traitement.

L’age et le sexe : a partir de la date de naissance et de la date de premiere prise en charge de
I’IRC, nous avons calculé 1’age du patient (cas incident) au moment de sa premicre prise en
charge. C’est I’age en années révolues qui a été pris en compte pour le classement en groupes
d’age de 5 ans.

La région de prise en charge : I'information géographique disponible pour chaque patient
concerne la région ou il est pris en charge (localisation du centre de dialyse auquel il est
rattaché) et non pas la région de résidence. Etant donné que les régions géographiques
considérées sont étendues (regroupement des 24 gouvernorats en 7 grandes régions
administratives, cf. tableau 2), et d’apres les informations fournies par les responsables du
registre, nous considérons cependant en premiere approche que la probabilité d’étre traité
dans une autre région que celle de résidence est faible, exception faite des zones
« limitrophes » ou des régions particuliecrement mal pourvues en infrastructures sanitaires,
notamment en centres de dialyse.

La pathologie primaire a I’IRC terminale : nous regroupons les pathologies primaires
identifiées selon la codification détaillée de I’ERA-EDTA (63 codes) en 7 catégories :
néphropathies glomérulaires (NG), néphropathies vasculaires, y compris celles liées a une
hypertension artérielle (NV), néphropathies (tubulo-)interstitielles chroniques (NIC),
comprenant les NIC idiopathiques (NICI) que nous traitons également a part, néphropathies
diabétiques (Ndiabétiques), polykystoses rénales (PKR) les causes indéterminées (Inconnues).
La catégorie « Autre » n’est pas traitée ici.

L’affiliation a un régime d’assurance maladie : Les patients traités pas épuration extra-rénale
(EER) disposent en général d’une affiliation a la sécurité sociale : les personnes en situation
de précarité bénéficient de 1’ Aide Médicale (partiellement) Gratuite (AMG) financée par la
Caisse des Indigents (CI). Elles sont préférentiellement prises en charge dans les centres de
dialyse publics. Les personnes prises en charge en centre de dialyse privé sont couvertes par
la Caisse Nationale de Sécurité Sociale (CNSS, régime d’affiliation des salariés) ou par la
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Caisse Nationale de Retraite et de Prévoyance Sociale (CNRPS, régime d’affiliation des
fonctionnaires d’Etat).

Période considérée

Afin de pouvoir comparer nos résultats a ceux récemment publiés a propos de 9 pays
d’Europe (Stengel et al. 2003) tout en mobilisant les données les plus fiables aux dires des
responsables du registre, nous avons choisi d’extraire les données du registre relatives aux
années 1992 a 2001, soit une période de 10 ans.

[1.2.3 Données démographiques : recensement national

Correspondance entre les cas et la population de référence

La population de référence doit €tre définie selon les mémes criteres spatiaux, temporels et
démographiques (age et genre) que ceux ayant présidés a la définition des cas. Elle doit
notamment faire 1’objet de mises a jour régulieres afin de tenir compte de ses évolutions
temporelles entre deux recensements.

A partir des annuaires statistiques de la Tunisie couvrant les années 1992 4 2001 (INS 2000),
nous avons extrait les effectifs estimés de la population tunisienne par année (au 1 juillet),
par genre, par tranche d’age de 5 ans et par région de résidence. Le recensement national de la
population a lieu tous les 10 ans. Les effectifs consignés par I'INS pour les années 1992 a
2001 sont projetés a partir des données des recensements de 1984 et 1994 en tenant compte du
taux annuel d’accroissement naturel et du « solde migratoire » par région. De plus, les
données de 1999 a 2001 ont été actualisées en fonction des résultats de I'enquéte nationale
population-emploi de 1999.

Le nombre de nouveaux cas étant petit par rapport a la taille de la population soumise au
risque de survenue de la pathologie (risque d’étre malade), nous considérons que la taille
moyenne de la population soumise au risque pendant la période de temps At courant du 1%
janvier au 31 décembre de I’année calendaire considérée est approchée par la taille de la
population au 1% juillet.

Délimitation des grandes régions tunisiennes

Nous avons utilisé le découpage géographique en 7 grandes régions adopté par I'INS (INS
2000). Les gouvernorats inclus dans chaque région sont consignés au tableau 2. A titre
indicatif, nous donnons les effectifs de population estimés pour I’année 2000.
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Région Gouvernorat Population (en milliers)

Tunis (district) ~ Tunis, Ariana, Ben Arous, Manouba 2055
N-E Nabeul, Zaghouan, Bizerte 1305
N-O Béja, Jendouba, Le Kef, Siliana 1278
C-O Kairouan, Kasserine, Sidi-Bouzid 1378
C-E Sousse, Monastir, Mahdia, Sfax 2081
S-O0 Gafsa, Tozeur, Kébili 565
S-E Gabes, Médenine, Tataouine 901

Tableau 2 : Répartition des 24 gouvernorats tunisiens en 7 grandes régions géographiques et
population au 1 juillet 2000.

[1.3  Estimation de I'incidence des IRCT

Les méthodes exposées aux paragraphes suivant sont classiques et font référence a 1’ouvrage
de Bouyer et al. (1995). Les taux sont exprimés en nouveaux cas par million d’habitants

(pmbh).
11.3.1 Estimation de I'incidence

Taux bruts

Le taux brut d’incidence relative a la période T est estimé par la formule (1) :

my

TI(T) =
PA, 0

ou : myest le nombre des nouveaux cas survenus pendant la période T ;
PAr est ’effectif moyen de la population tunisienne pour la période T ; si la période T
correspond a I’année n, on utilise I’effectif estimé au 1* juillet de I’année n.
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Taux spécifiques

Les taux spécifiques - par age, par genre, par cause, par période calendaire - sont estimés par
la formule (2) qui donne I’exemple des taux spécifiques par tranche d’age :

A m T
1) = 2
147,T (2)

ou : m; 7 est le nombre des nouveaux cas survenus dans la classe d’age i pendant période T ;
PA;r est I’effectif moyen de la population appartenant a la classe d’age i pendant la
période T. par analogie avec les taux bruts, lorsque T correspond a la période du 1%
janvier au 31 décembre de 1’année n, PA, 1 est I’effectif dans la classe d’Age i au 1° juillet
de I’année n.

En notant w; le poids spécifique de la classe d’age i par rapport a I’ensemble de la population
soumise au risque pendant la période T :

PAi T
Wi e R h—
ZPAT,T ZPAi,T:PAT
i , avec ! ,
on obtient :

TIT) =Y w, - TI(T)
: 3)

On peut procéder de méme par sexe et par région, et combiner ces trois variables pour obtenir
les taux stratifiés (taux spécifiques) d’intéreét.

Taux standardisés

Afin de rendre comparables les mesures de risque entre différentes périodes calendaires et

différentes régions tunisiennes, c'est-a-dire pour pouvoir comparer les taux d’incidence de

plusieurs populations sans que la structure d’age (et de genre) n’intervienne, nous avons

utilis€ la méthode directe de standardisation (Pickle and White 1995) en prenant comme

population de référence, stratifiée par tranche d’age de 5 ans (et par genre) :

— La population tunisienne moyenne estimée en 1992-93 (INS 2000) pour la caractérisation
des évolutions temporelles par périodes de deux ans entre 1992 et 2001 (tableau 3) ;

— La population tunisienne moyenne estimée en 1992-2001 (INS 2000) pour la recherche
des variations régionales sur la méme période ;

— La population européenne moyenne estimée en 1995 (Eurostat 1997) pour la comparaison
des évolutions temporelles tunisiennes a celles relevées en Europe dans les années 90.

Le taux d’incidence standardisé par la méthode directe et correspondant a la période T, noté

TI(T) , S’obtient comme suit :
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TI(T)=Y w,-TI«(T)
: “)

Ou les " représentent les poids spécifiques de chaque tranche d’4age 1 dans la population de

référence, c’est-a-dire que I’on remplace dans 1’équation (3) les w; de la population soumise

aux incidences spécifiques TI(T) par les "i de la population de référence. Le tableau 3
rapporte les poids spécifiques de par tranche d’age et par sexe dans la population tunisienne
pour la période 1992-93.

Population biannuelle Poids spécifiques

Groupe ;
d’ag': (1992-93) (w’)

Hommes Femmes Tous Hommes Femmes Tous
00-04 1022800 971500 1994300 0,119363 0,116282 0,117842
05-09 1064800 1013400 2078200 0,124265 0,121297 0,122800
10-14 1030400 982700 2013100 0,120250 0,117622 0,118953
15-19 927000 893900 1820900 0,108183 0,106994 0,107596
20-24 813300 795400 1608700 0,094914 0,095204 0,095057
25-29 704500 718700 1423200 0,082217 0,086023 0,084096
30-34 603700 608500 1212200 0,070453 0,072833 0,071628
35-39 494900 503100 998000 0,057756 0,060218 0,058971
40-44 379400 391600 771000 0,044277 0,046872 0,045558
45-49 289700 304800 594500 0,033809 0,036482 0,035129
50-54 276300 279800 556100 0,032245 0,033490 0,032860
55-59 268600 259300 527900 0,031346 0,031036 0,031193
60-64 236600 223500 460100 0,027612 0,026751 0,027187
65-69 173600 157200 330800 0,020260 0,018816 0,019547
70-74 128400 115500 243900 0,014985 0,013825 0,014412
75-79 82700 66600 149300 0,009651 0,007972 0,008822
80+ 72100 69200 141300 0,008414 0,008283 0,008349
Total 8568800 8354700 16923500 1 1 1

Tableau 3 : Population de référence et poids spécifiques pour la standardisation directe.
Exemple : population tunisienne par tranche d’age de 5 ans et par genre pour les années 1992-93.

[1.3.2 Calcul de I'intervalle de confiance

Nous avons considéré que deux taux ou proportions différaient significativement lorsque les
intervalles de confiance ne se chevauchaient pas.

IC95% d’une proportion

Dans un échantillon de n sujets ou la proportion observée vaut po, qo=1-po et la variance vaut :

Var(p,) = %

&)
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L’intervalle de confiance a (100-0)% se calcule comme suit :

PoxZ,, 'Vvar(po) (6)

ou Zgy est la valeur limite de la loi normale centrée réduite correspondant au risque o choisi.
Ici a=5%, on parle donc d’intervalle de confiance a 95% et Zq,=1.96.

IC95% d’un taux brut

La variance du taux d’incidence brut 71T est estimée par :
. m
Var(TI(T)) = —=
(TI(T)) e

(7)

Par suite, I’intervalle de confiance a (100-a)% est donné par :

TI(T) £ Z,,, \Var(TI(T)) ®)

IC95% d’un taux standardisé
La population de référence étant de grande taille, sa répartition par age (et par genre) peut étre
S . W, . TI (T)
considérée comme exacte et par suite, les "¢ comme constants. La variance de ¢ est
donc égale a :

Var(TI(T)) = Y w? -Var(TT,(T))

i ©)

A m.
Var(TL(T)) = —3

ou : PA (10)

Par suite, I'intervalle de confiance a (100-a)% est donné par :

TI (T)£Z,,, -\ Var(T1.(T)) 0

[l.4 Traitements statistiques complémentaires

I1 faut garder en téte que les estimations de la fréquence des NICI en Tunisie que nous faisons
ne sont autres que des réalisations de variables aléatoires dont la précision dépend
essentiellement du nombre de cas recensés (numérateur). Dans le cas de régions peu peuplées
ou pour lesquelles 1’acces aux structures de soin, en particulier de type hospitalier, est limité,
nous sommes confrontés a un nombre restreint de cas, ce d’autant plus que 1’affection étudiée
est relativement rare. Or plus le nombre de cas utilisés pour le calcul est restreint, plus la
variabilité de I’estimation est grande et donc moins précise est I’estimation. Afin d’augmenter
la précision, il nous faut donc augmenter le nombre de cas recensés. Les moyens dont nous
disposons pour ce faire sont d’élargir la période d’observation, de regrouper les pathologies
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causales en grandes catégories, et de ne pas stratifier les analyses sur le genre.

De plus, afin d’appréhender les variations temporelles et spatiales en dépit du caractere de
rareté de 'IRCT, nous avons utilisé une régression de type Poisson en faisant appel a la
procédure PROC GENMOD disponible sous SAS©.

Brievement, le modele de Poisson utilisé est de type log-linéaire (McCullagh and Nelder
1989) et s’écrit :

log(E(Y,))=log(t)+ B, (15

ou : Y; est le nombre de nouveaux cas observés dans le groupe 1 d’effectif total #; (population
soumise au risque de survenue de I'IRCT) pendant la période considérée, f’ est un vecteur de
coefficients de régression et x; un vecteurs de co-variables qualitatives ou quantitatives
relatives au groupe i. Les co-variables que nous avons utilisées varient selon I’analyse : région
de prise en charge pour I’estimation du pourcentage annuel de variation des taux d’incidence
ajustés sur I’age et le sexe par pathologie primaire et taux d’incidence ajustés dans la tranche
des 45 a 64 ans pour la prédiction des taux dans la tranche d’4ge des 65 ans et plus (analyse
des résidus).

Enfin, afin de comparer I’'importance relative (proportion) des différentes catégories de
pathologie primaire en fonction de la région de prise en charge, nous avons utilisé une
régression de type logistique qui nous a permis d’estimer la relation (odds-ratio et 1C95%)
entre la probabilité de survenue de tel diagnostic primaire et la région ou ce diagnostic a été
porté. Nous avons pour ce faire appelé la procédure PROC LOGISTIC (SAS©).

Dans un modele a réponse binaire, de type présence (Y=2) ou absence (Y=1) de la maladie,
en notant x un vecteur de variables explicatives (ici la région), la probabilité p de survenue de
la maladie chez un individu ou dans un groupe donné s’écrit (Cox and Snell 1989) :

p=Pr(Y =1|x) (13)

Le modele logistique linéaire associé a I’estimation de cette probabilité est alors de la forme :

logit(p) = 1og[ﬁ] —a+ B
(14)

ou: a est I’ordonnée a I’origine et /8’ est un vecteur de coefficients de régression.

La carte de I'incidence régionale de I'IRCT a été réalisée a I’aide du module EpiMap du
logiciel Epilnfo™.
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Il RESULTATS ET DISCUSSION

lIl.1  Incidence décennale (1992-2001)

6397 nouveaux cas d’IRCT- 3676 hommes (57.5%) et 2721 femmes (42.5%) - ont été
recensés dans la population tunisienne pendant la période 1992-2001. Ceci correspond a une
incidence brute globale de 70.3 pmh - 80.0 pmh chez les hommes et 60.4 pmh chez les
femmes, soit un sexe-ratio de 1.3.

[11.1.1 Incidence décennale globale
Taux spécifiques par age

L’incidence spécifique de I'IRCT par classe d’age pendant la période 1992-2001 (figure 6)
illustre la prédominance de cette affection chez les 65-74 ans, parmi lesquels I’incidence
globale atteint 324.6 pmh. La plus faible incidence relevée chez les sujets agés de plus de 75
ans (160.6 pmh) peut s’expliquer par Moulton et al. (1992) : (1) une incidence véritablement
moindre dans cette tranche d’age ; (2) un acces encore limité aux soins spécialisés ; (3) une
moindre prescription des traitements de suppléance liée a leur colit favorisant la prise en
charge prioritaire des plus jeunes ; (4) le refus de traitement par EER chez les plus agés, percu
comme lourd de conséquences en terme de qualité de vie. Nous reviendrons plus tard sur ces
aspects dans I’étude des variations régionales d’incidence de I'IRCT (cf. II1.3.1).
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Figure 6 : Taux d'incidence bruts dTRCT toutes causes par classe d’age et par genre.
Tunisie entiere, 1992-2001. Les intervalles de confiance a 95% sont rapportés en Annexe 1.
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Taux spécifiques par sexe

Le sexe-ratio (SR) homme:femme est de 1.3 sur la période considérée, indiquant une plus
forte incidence chez les hommes que chez les femmes, tendance encore plus marquée dans 9
pays d’Europe (SR=1.6) (Stengel et al. 2003) et aux Etats-Unis (SR=1.5) (U.S. Renal Data
System 2004). Sont incriminés des facteurs de susceptibilité génétiques et hormonaux
(Silbiger and Neugarten 1995) ainsi que la plus grande fréquence chez les hommes des
expositions toxiques professionnelles (Nuyts et al. 1995; Stengel et al. 1995) et des facteurs
de progression tels que 1I’hypertension artérielle et autres facteurs de risque cardiovasculaire.
En contraste avec les résultats publiés dans d’autres pays, la prédominance masculine ne
s’accentue cependant pas avec 1’age (cf. figure 6) et tend méme a diminuer chez les personnes
agées de 65 ans et plus (1.1 chez les 65-74 ans et 1.2 chez les plus de 75 ans contre 1.4 chez
les 45-64 ans). Ceci pourrait €tre 1ié aux causes compétitives de mortalité affectant largement
les hommes et/ou a une progression plus lente de I’affection chez les femmes aboutissant a un
retardement de 1’4ge au diagnostic. Partant d’un niveau légerement plus faible que celui des
hommes dans les années 60, les femmes connaissent en effet aujourd’hui une longévité plus
importante que les hommes (Ben Romdhane et al. 2002).

[11.1.2 Incidence décennale par pathologie primaire

Vue d’ensemble

La figure 7 rapporte les taux d’incidence bruts de I'IRCT en Tunisie par pathologie primaire
sur la période 1992-2001. On constate une forte prédominance des causes indéterminées
(20.2 pmh et 29% des cas incidents), suivies par les néphropathies diabétiques (12.5 pmh,
18%) et vasculaires (y compris hypertensives) (12.1 pmh, 17%). Les néphropathies
glomérulaires (9.2 pmh, 13%) et interstitielles (9.1 pmh, 13%) suivent, loin devant les
polykystoses rénales (1.3 pmh, 2%). Les néphropathies interstitielles idiopathiques, quant a
elles, ont un taux d’incidence de 5.3 pmh, soit 8% des cas.
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Figure 7 : Taux d'incidence bruts d'TRCT par pathologie primaire et par genre.
Tunisie entiere, 1992-2001. Les intervalles de confiance a 95% sont rapportés en Annexe 1.
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Au niveau européen (9 pays), on retrouve en 1998-99 un classement relatif des pathologies
primaires similaire, avec la prédominance des néphropathies diabétiques (23.6 pmh), des
causes indéterminées (22.1 pmh), des néphropathies hypertensives et vasculaires (11.5 et
7.6 pmh), glomérulaires (16.3 pmh), tubulo-interstitielles (9.6 pmh) et toxiques (2.5 pmh), et
enfin des polykystoses (6.9 pmh).

L’étude des évolutions temporelles et 1’ajustement des taux tunisiens sur la population
européenne nous livreront plus loin des éléments de comparaison plus détaillés (cf. I11.2.).

Les pathologies primaires NIC et NICI

Le tableau 4 rapporte la fréquence d’occurrence des différentes causes de NIC au sein des cas
d’IRCT diagnostiqués en Tunisie entre 1992 et 2001. On remarque la tres forte proportion des
cas de NIC idiopathique sur la période considérée (codes 20, 29 et 30: 57.1% des cas),
illustrant la difficulté a porter un diagnostic étiologique et/ou histologique a un stade avancé
d’IRC, a fortiori au stade terminal nécessitant une prise en charge par EER.

Dans une étude de I'incidence des néphropathies interstitielles chroniques dans la région
Centre entre 1992 et 1998, Kaiss (1999) rapportent « seulement» 34% de causes
indéterminées. Ceci peut s’expliquer par le fait que 25% « seulement » des cas diagnostiqués
nécessitaient d’emblée une prise en charge par EER (IRCT). De méme, Sabra (2001) recense
en 1998 26% d’IRCT parmi les cas incidents d’IRC dans cette méme région, dont plus de la
moitié pris en charge en urgence par EER en I’absence d’un suivi néphrologique préalable.

La cause identifiée la plus fréquente est la lithiase rénale ou urinaire (22% des cas). Barsoum
(2003) rapporte que les calculs comptent parmi les causes courantes de néphropathies
interstitielles en Afrique du Nord (Maroc, Algérie, Tunisie, Libye et Egypte). Aux Etats-Unis
également, le groupe « lithiase, uropathies obstructives et goutte » était la premiere cause
d’IRCT de cause NIC pour la période 1998-2002 (36% des cas), comparable aux 33% des cas
dont ces trois pathologies sont responsables en Tunisie.

Code

EDTA Intitulé de la pathologie primaire n %
20 Pyélonéphrite/NI de cause non précisée 367 43,7
25 Pyélonéphrite/NI due a une lithiase rénale/urinaire 183 21,8
30 NI autre cause ou de cause non précisée (non citée) 80 9,5
22 Pyélonéphrite/NI due & une uropathie obstructive congénitale avec ou sans reflux vésico-urétéral 50 6,0
24 Pyélonéphrite/NI due a un reflux vésico-urétéral sans obstruction 50 6,0
23 Pyélonéphrite/NI due a une uropathie obstructive acquise 33 3,9
29 Pyélonéphrite/NI due a une autre cause (non citée) 33 3,9
21 Pyélonéphrite/N| associée a une vessie neurologique 18 2,1
92 Néphropathie due a l'acide urique (rein goutteux) 12 1,4
31 Néphropathie due aux analgésiques 6 0,7
93 Néphropathie due a une hypercalcémie ou néphrocalcinose 4 0,5
39 Néphropathie due a un autre médicament (non cité) 3 0,4
34 Néphropathie due au plomb 1 0,1

Total NIC 840 100

En gras, les codes EDTA retenus pour définir la catégorie Néphropathie Interstitielle (NI) Chronique Idiopathique (NICI).

Tableau 4 : Intitulés et fréquences de survenue (cas incidents d’IRCT et %) des pathologies

primaires dans la catégorie « Néphropathies Interstitielles Chroniques » (NIC).
D’apres la nomenclature de ’ERA-EDTA. Population tunisienne, 1992-2001.
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L’age médian des cas incidents d’IRCT de cause NIC et NICI en 2001 est respectivement de
52 et 51.5 ans, 1égerement inférieur a celui de I’ensemble des IRCT diagnostiquées la méme
année (55 ans). Hormis pour I’année 1992, 1I’age des femmes prises en charge pour une IRCT
de cause NICI est systématiquement plus élevé que celui des hommes, de 3 & 9 ans en
moyenne, indiquant probablement des phénomenes relatifs aux différences de genre dans
I’incidence et la prise en charge de I'IRC terminale en général (cf. II1.2.1).

Le ratio homme:femme sur I’ensemble de la période 1992-2001 est de 9.3:8.8 (1.1) pour les
NIC et 4.7:5.8 (0.8) pour les NICI (cf. figure 7). La NICI est la seule affection pour laquelle
on observe en Tunisie un sexe-ratio inférieur a 1. Elle représente pres de 10% des cas d’IRCT
recensés chez les femmes sur la période, et seulement 6% chez les hommes.

La tranche d’age dans laquelle le sexe-ratio est le plus bas pour la NICI est celle des 45-64
(0.55), ages pour lesquels I’incidence est probablement plus « fidelement » estimée grace a un
acces aux soins relativement « ubiquitaire ».

Dans la littérature néphrologique, la plupart des affections rénales présente un sexe-ratio
largement supérieur a 1, ce quelque soient les populations considérées, a I’exception du reflux
vésico-urétéral, des néphropathies toxiques (liées aux analgésiques) (Stengel et al. 2003), et
de maniere tout a fait intéressante, de la NEB (SR=0.6) (Ceovic et al. 1992).

Ceci nous laisse a penser que la plus grande fréquence des NICI observée chez les femmes
tunisiennes pourrait étre liée :

— a un recours plus tardif des femmes atteintes de NIC au diagnostic donc a la prise en
charge comme le suggere 1’age moyen plus €levé ;

— 2 une sous-estimation des causes de type néphropathie aux analgésiques liée a un défaut
de diagnostic (interrogatoire non exhaustif et biais de réponse notamment) ;

— a l’existence d’une atteinte tubulo-interstitielle semblable a la NEB, la NIK décrite plus
haut par exemple, a laquelle les femmes seraient plus sensibles et dont le diagnostic serait
impossible a établir en I’absence de biopsie rénale.

Cette derniere hypothese, évoquée par Barsoum (2003) pour expliquer I’augmentation de 13 a
23% de la contribution des NIC a I'IRCT en Egypte au cours des 10 dernieéres années,
pourrait €tre a 1’origine d’une part des causes indéterminées parmi les cas de NIC aussi bien
chez les femmes que chez les hommes tunisiens. L hypothese du recours tardif au systeéme de
soins est également probable dans les deux sexes chez les patients en situation de précarité
sociale et économique qui, d’aprés les médecins néphrologues tunisiens interrogés, sont
largement représentés au sein du diagnostic NICI.

Il est a ce titre intéressant de noter que deux groupes de pathologies se dessinent au regard de
la proportion de patients en situation de précarité tel qu’estimée par le pourcentage de patients
bénéficiant de 1’aide médicale (partiellement) gratuite (AMG) :

— un premier groupe dans lequel ils représentent 10 a 11% des cas incidents d’IRCT :
néphropathies vasculaires, diabétiques et polykystoses rénales ;

— un second groupe dans lequel la proportion varie entre 26 et 29% : les néphropathies
glomérulaires, interstitielles, en particulier idiopathiques, et les causes inconnues.

Nous reviendrons plus loin sur ce point qui suggere ’implication de facteurs de risque

distaux, de type socio-économiques, dans la survenue de ces affections. Certes un bas niveau
socio-économique est dores et déja identifié comme facteur de risque de I'IRC dans la
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littérature néphrologique, mais jusqu’ici relativement aux origines diabétiques et
hypertensives (Byrne et al. 1994; Cass et al. 2004; Perneger and al. 1995a; Perneger et al.
1995b).

L’étude des évolutions temporelles de la force d’incidence des IRCT en fonction de 1’age, du
sexe et de la pathologie primaire devrait nous renseigner plus avant sur les particularismes
tunisiens.

1.2 Evolutions temporelles

l.2.1 Age des cas incidents

L’age médian des patients au moment de la premiere prise en charge n’a cessé d’augmenter
durant cette décennie, passant de 46.4 ans en 1992 a 55.5 ans en 2001. Ainsi, la proportion
des patients agés de plus de 65 ans est-t-elle passée de 11.7% en 1992-93 a 28.0% en 2000-
01. En France aussi, le vieillissement de la population des insuffisants rénaux traités a été
constant, comme en témoignent 1’augmentation de 10 ans de 1’age moyen de cette population
entre 1980 et 1994 et la multiplication par trois de la proportion des plus de 65 ans parmi les
nouveaux patients qui sont passés de 11 a 30% entre 1982 et 1992 (Jacobs and Selwood
1995). Une « épidémie de vieillesse » a été observée de maniere encore plus marquée dans
I’ensemble des pays d’Europe couverts par le registre de ’ERA-EDTA depuis le début des
années 80 : ainsi, 48% des cas incidents étaient agés de 65 ans et plus en 1999 contre 22% en
1985 (Jager et al. 2003). Des tendances similaires ont été observées aux Etats-Unis, au Japon
(Yamagata et al. 2004),en Australie et Nouvelle-Zélande (McDonald et al. 2002), ainsi qu’en
Angleterre, quoique plus modérément en raison de restrictions importantes dans les budgets
de santé (Feest et al. 2005; Stanton 1999).

Ce vieillissement est probablement 1ié a 1’élargissement des indications des traitements de
suppléance chez les plus 4gés ainsi qu'a un réel retardement de 1’dge au moment de
I’apparition de la maladie :

— L’élargissement des indications : un meilleur acces au diagnostic et a la prise en charge de
ce type d’affections, notamment lié¢ au rapprochement des centres de soin, et plus marqué
chez les plus agés au cours de la décennie passée, est attesté par les responsables du
registre tunisien impliqués dans la planification sanitaire de la prise en charge de 'IRCT
par épuration extra rénale ;

— Le retardement de 1’age a I’apparition de la maladie : un meilleur acceés aux soins en
général entraine d’une part une meilleure prise en charge des facteurs de progression et
donc retarde le début de traitement de suppléance, et d’autre part une diminution de la
force d’incidence de certains facteurs de risque compétitifs permettant a certains cas
d’IRC d’atteindre le stade terminal 1a ou ils seraient décédé auparavant.

Parallelement, une meilleure prise en charge des facteurs d’initiation (lithiase et diabete, par
exemple) aurait tendance a diminuer le nombre de nouveaux cas (prévention primaire). Cette
tendance a la prise en charge pouvant étre plus « assidue » vis-a-vis des jeunes, I’effectif
relatif des personnes agées serait en augmentation.

L’age médian est systématiquement plus €élevé chez les femmes que chez les hommes (de

I’ordre de moins d’un a plus de six ans) au cours de la période. Ceci pourrait indiquer soit un
recours plus tardif aux soins spécialisés (dépistage) et a la prise en charge, soit une
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progression plus lente de I'IRC vers le stade nécessitant une EER liée a des facteurs
génétiques ou des habitudes de vie, quoi que cette hypothese ait récemment été remise en
cause dans des populations nord-américaines (Jafar et al. 2003). La premiere hypothese,
confirmée aux Etats-Unis notamment (Kausz et al. 2000) tendrait cependant a étre infirmée
par les teneurs comparables de créatinine sérique a laquelle les cas d’IRC ont été découverts
dans les deux sexes au sein d’une série de 300 cas hospitalisés au service de néphrologie de
Monastir au cours de I’année 1998 (Sabra 2001).

[11.2.2 Incidence biannuelle par tranche d’age et par sexe

Le tableau 5 rapporte les évolutions de 1’incidence de I'IRCT par période de deux ans en
fonction du sexe. On observe une augmentation réguliere du taux d’incidence de I’IRCT dans
la population tunisienne entre 1992 et 2001. La progression annuelle de 1’incidence sur cette
période est évaluée a +7.1% avec une standardisation sur la population tunisienne (1992-93,
cf. tableau 5) et +8.6% en standardisant sur la population européenne (1995, cf. figure 10).
Par suite tous les taux d’accroissement rapportés sont calculés sur la base de I’ajustement
européen a titre de comparaison. Cette tendance a 1’augmentation de I’IRCT est constatée
dans la plupart des pays industrialisés, et notamment en Europe Centrale et de I’Est
(Rutkowski 2000), aux Etats-Unis (U.S. Renal Data System 2004), en Nouvelle-Z¢élande
(+6.5% par an) et Australie (+9%) (Disney 1995; Disney 1998; McDonald et al. 2002), au
Canada (+6.1%) (Canadian Organ Replacement Register 2001) et au Japon (+11%) (Usami et
al. 2000). Dans la « Vieille Europe » (9 pays participant au registre ERA-EDTA), la
progression est en général constante quoique moins forte, en moyenne de 4.8% par an, avec
toutefois d’importantes disparités géographiques (de 3.1% pour 1’ Autriche a 6.4% pour le
Danemark).

Population de Taux d’Incidence IRC traitée (pmh)
Sexe des patients
référence 1992-93 1994-95 1996-97 1998-99 2000-01
Hommes? 55.2 59.0 70.5 90.5 103.3
Tunisie 1992-93 Femmes® 375 415 49.6 72.6 78.1
TOUSb 46.4 50.4 60.2 81.7 90.9
Hommes? 85,5 96,0 119,1 151,0 180,9
Europe 1995 Femmes? 61,5 71,5 90,0 135,4 153,2
Tous” 73,7 84,1 105,0 143,0 166.9

Taux ajustés sur I'age (a) et le sexe (b) selon la population de référence indiquée.

Tableau 5 : Evolution biannuelle de I’incidence de I'IRCT selon le sexe.

Le taux d’incidence atteint en 2000-2001 en Tunisie (166.9 pmh, standardisation sur la
population européenne) est tres supérieur a celui estimé pour 9 pays d’Europe en 1998-99
(117.1 pmh, cf. tableau 6) et pour 7 régions francaises en 2003 (118 pmh) (REIN 2005). 11
demeure toutefois tres en-deca des taux états-uniens (328 pmh en 2001) (U.S. Renal Data
System 2004) et japonais (238 pmh en 1998) (Usami et al. 2000). L’incidence rapportée en
2002 en Allemagne (160 pmh) est comparable (ERA-EDTA Registry 2004).

La plus forte incidence observée en 2000-01 en Tunisie par rapport a 9 pays d’Europe en
dépit d’un acces au traitement de suppléance probablement encore inférieur étant donné la
corrélation observée entre PIB et prise en charge (Barsoum 2002a; Barsoum 2002b) pourrait
s’expliquer par le fait que la Tunisie est entrée dans une phase de transition épidémiologique.
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Celle-ci se traduit par le déclin des maladies transmissibles (infectieuses) - tout de méme
encore plus fréquentes que dans les pays développés - et I’augmentation des maladies
chroniques non transmissibles dans un contexte d’évolution rapide de 1’environnement socio-
économique, démographique et alimentaire (Ben Romdhane et al. 2002). L’analyse de
I’évolution des diagnostics de pathologies primaires semble aller dans ce sens (cf. I11.2.3).

Contrairement aux résultats européens, cependant, nous observons une augmentation plus
rapide de I'incidence chez les femmes que chez les hommes au cours de la période (+9.6%
par an contre +7.6%), confirmée quelque soit la pathologie primaire, a I’exception des causes
inconnues, méme si les taux féminins restent largement inférieurs. Un rattrapage relatif de
I’inégalité d’acces aux soins, une diminution progressive du différentiel de style de vie et des
facteurs de risque associés, et I’'importance potentielle des toxémies gravidiques pourraient
expliquer une partie de cette accélération chez les femmes.

La figure 8 rapporte les taux spécifiques par classe d’age calculés par période de deux ans.
C’est dans la classe des plus de 75 ans que 1’augmentation de I'incidence globale a été la plus
marquée entre les périodes 1992-1993 et 2000-2001 : I'incidence est passée de 58.5 a
302.3 pmh dans ce groupe (+17.8% par an) alors qu’elle progressait de 130.5 a 506.9 pmh
chez les 65-74 ans (+14.5%), de 160.4 a 290.0 pmh chez les 45-64 ans (+6.1%) et
« seulement » de 47.6 a 65.9 chez les 20-44 ans (+3.3%). En Europe également, on constate
une nette progression de I'IRCT chez les plus agés (triplement de I’incidence entre 1990-91 et
1998-99, +15.3% par an) qui est moins accentuée chez les 65-74 ans (+7.1%) et encore moins
chez les 45-64 ans (+2.8%), I’incidence étant stable chez les 20-44 ans (Stengel et al. 2003).
La encore de fortes disparités géographiques sont toutefois relevées.
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Figure 8 : Courbes d'incidence brute d'IRCT toutes causes.
Par classe d’age en fonction de la période calendaire.
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Ces résultats décennaux illustrent les efforts réalisés au niveau national pour améliorer I’acces
au diagnostic et au traitement de suppléance chez les plus 4gés. Etant donné les projections
faites par I'INS quant au vieillissement de la population tunisienne (Figure 9), cette tendance
devrait se confirmer dans les années a venir, comme on I’observe dans les pays ou I'incidence
de 'IRCT ne cesse d’augmenter en raison du vieillissement de la population (recul des
certaines causes compétitives de déces), de I’amélioration de la prise en charge, et de
I’augmentation de I’incidence de facteurs d’initiation et de progression tels que le diabete de
type 2 et I’hypertension artérielle.

64,5% 64,9%
60,1%
56,2%

36,0%
30,9%

26,0%
17,3% 17,7%

7.8% 9.0% 9.5%

1992-93 1999 2004 2029

Figure 9 : Structure de la population tunisienne (%) par tranche d’age et selon I’année.
Blanc : 0-14 ans ; Gris clair : 15-59 ans ; Gris foncé ; 60 ans et plus. 2004 et 2029 : projections de I'INS.

[11.2.3 Incidence biannuelle par pathologie primaire

Les pathologies primaires « courantes »

Le tableau 6 consigne les évolutions comparatives de I'incidence de I'IRCT par pathologie
primaire en Tunisie et dans 9 pays d’Europe (la zone considérée comprend la Belgique,
I’Espagne, L’ Autriche, le Danemark, la Gréce, la Suede, I’Ecosse, les Pays-Bas, la Norvege et
la Finlande). Nous retrouvons dans 1’ensemble au niveau tunisien les tendances observées au
niveau européen, a savoir une rapide augmentation de I'IRCT liée au diabete (+14% [10.6 ;
17.6] en Tunisie et +5.9% [5.0 ; 6.9] dans 9 pays d’Europe) et aux néphropathies vasculaires y
compris liées a une hypertension artérielle (+5.8% [4.5 ; 7.2] en Tunisie).

L’importance des néphropathies diabétiques et vasculaires au sens large ne cesse d’augmenter
dans I’ensemble des pays développés et en développement (Barsoum 2002b). Comme en
Europe, les néphropathies glomérulaires évoluent peu sur la période. Elles occupent en
Tunisie une place beaucoup moins importante que sur le vieux continent ou elles représentent
la seconde cause identifiée d’IRCT. Cette cause est également en téte du classement des
pathologies primaires dans I’ensemble des pays en développement (Barsoum 2002b) et dans
les pays a revenu intermédiaire d’ Afrique du Nord (Barsoum 2003).
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Europe® Tunisie
Pathologie Primaire

1990-91 1998-99 1992-93 2000-01
- - 73.7 166.9
Toutes causes 79.4 117.1
NG 15.6 16.3 11.8 13.5
PKR 6.0 6.9 2.3 2.0
NV 3.6 7.6 14.7 25.8
N-HTA 6.3 115 - -
Ndiabétique 12.7 23.6 9.9 35.9
NIC-NTI 9.6 9.6 8.6 21.0
NToxique 2.7 2.5 - -
NICI - - 6.2 12.3
Inconnue 11.2 221 19.0 56.3

(a) d’aprés (Stengel et al. 2003) ; N-HTA : néphropathie liée a une hypertension artérielle ;
NV : cette catégorie comprend les NV et les N-HTA dans la classification tunisienne ;
NToxique : Néphropathie toxique; NIC-NTI: néphropathies interstitielles et tubulo-
interstitielles ; cette catégorie comprend les NToxiques dans la classification tunisienne.

Tableau 6 : Evolution décennale de I’incidence de I'IRCT par pathologie primaire (pmh).

Europe et Tunisie. Taux ajustés sur I’age et le sexe. Population de référence : Europe 1995.

Ce relatif déficit de cas d’IRCT associées a une NG pourrait en partie s’expliquer si ’on
admet la possibilité que parmi les cas d’IRCT de cause indéterminée identifi€és en Tunisie, un
certain nombre de patients atteints d’une NG et étant référés tardivement a un néphrologue
puissent ne pas &étre reconnus comme tels. En effet, la confirmation du diagnostic de la
sclérose glomérulaire segmentaire, par exemple, nécessite une biopsie d’autant plus rarement
réalisée que le stade d’IRC est avancé (Ball et al. 2001).

Une moindre contribution des NG dans 1’ensemble des IRCT est toutefois observée en Egypte
et dans d’autres pays a revenus intermédiaires et pourrait s’expliquer a la lumiere d’une
meilleure prophylaxie des infections endémiques couramment a I’origine des NG dans les
pays « en développement » (Barsoum 2002b).

Les figures 10a et 10b illustrent I’évolution de I’importance relative des différentes
pathologies primaires entre 1992-93 et 2000-01 en Tunisie.

La distribution relative des néphropathies initiales chez les hommes et les femmes a la fin de
la période d’étude (2000-01) differe comme suit : les hommes ont plus fréquemment un
diagnostic déclaré de néphropathie inconnue (30%) et diabétique (23%) ; les femmes, 35% de
diagnostics inconnus, 16% de néphropathies diabétiques et 15% de néphropathies
interstitielles (dont 66% de cause indéterminée). Contrairement aux données francaises (REIN
2004), on n’observe pas de différence pour les glomérulonéphrites et néphropathies
hypertensives ou vasculaires (environ 10 et 16% respectivement dans les deux sexes).
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Figure 10 : Proportion des cas incidents d’IRCT en fonction de la pathologie primaire.
Tunisie entiere. (a) : 1992-93. (b) : 2000-01.

Les pathologies primaires NIC et NICI

Le détail de I’évolution décennale est donné en figure 11 pour les cas d’IRCT associés a une
NIC, une NICI, et les causes inconnues ainsi que pour la totalité des cas. La tendance la plus
intéressante par rapport a la problématique OTA est I’augmentation rapide de I’incidence des
cas d’IRCT de cause NIC (+9.5% [6.9 ; 12.3]) dont les NICI (+7.4% [4.9 ; 10.0]) dans la
population tunisienne entre 1992 et 2001, alors que dans neuf pays européens, ces pathologies
primaires présentent une incidence stable entre 1990 et 1999 (cf. tableau 6).
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Figure 11: Courbe d’incidence biannuelle d’IRCT (pmh) par cause et % annuel de variation.
Taux ajustés sur 1’age et le sexe. Population de référence : Europe 1995.
NIC, NICI, Inconnue : axe de gauche ; Toutes : axe de droite.
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Ainsi, si les incidences étaient semblables en Tunisie et dans ce groupe de pays européens au
début des années 90, I’incidence tunisienne des NIC est deux fois plus importante au début
des années 2000, doublement auquel les NIC idiopathiques contribuent largement.
L’utilisation de plus en plus fréquente de médicaments anti-douleur, surtout chez les femmes,
les expositions environnementales et professionnelles, et des expositions alimentaires telles
que I'ingestion d’OTA pourraient ne pas y étre étrangers.

Une autre évolution tres marquée, derriere les néphropathies diabétiques et devant les NIC,
est celle des IRCT de cause indéterminée dont I’incidence a triplé sur la période (+11.3%
[9.3; 13.4]) et «seulement » doublé dans le cas européen. Cette tres forte proportion de
causes incertaines en Tunisie (29% des cas incidents) pourrait s’expliquer (Ball et al. 2001) :

— par un passage chez certaines personnes de la situation : « pas d’acces aux soins » (auto-
exclusion, raison économique, distance de 1’habitation au centre de consultation et de
prise en charge) a celle d’un « acces tardif » a des stades avancés ; si ces cas qui n’étaient
donc pas détectés auparavant (déces des suites de I’IRC ou d’une cause compétitive avant
le diagnostic), ils le sont désormais, mais tardent encore a recourir au systeme de santé ;

— par la nature méme de 1’affection rénale sous-jacente, elle-méme en rapide augmentation
mais asymptomatique jusqu’a un stade avancé auquel son diagnostic devient incertain ;

— et, en interaction probable avec les deux premiers points, aux pratiques locales de
diagnostic par le néphrologue référant en situation d’incertitude.

Ces arguments peuvent €tre mis en regard de 1’augmentation globale de I’age médian des cas
incidents d’IRCT entre 1992 et 2001 évoquée plus haut, augmentation plus forte dans le
groupe des causes indéterminées (de 48 a 57 ans).

Les néphropathies interstitielles idiopathiques, mais aussi, dans une certaine mesure, d’autres
affections pouvant évoluer a bas bruit, présentent un diagnostic difficile, méme en présence de
biopsie et autres examens complémentaires. Certains types de néphropathies glomérulaires
qui sont relativement peu représentées dans la population tunisienne puisqu’elles arrivent au
méme rang que les NICI pourraient donc aussi entrer dans cette catégorie (cf. supra).

Ceci nous renvoie notamment au phénomene de « late referral » (pas ou peu de suivi,
inférieur a un a trois mois, avant le début de la prise en charge) qui concernait encore 68% des
nouveaux cas d’insuffisance rénale prise en charge par EER dans la région Centre en 1998.
Seulement 16% étaient suivis pendant plus de 6 mois et 58% étaient directement hospitalisés
aux urgences, dont 75% en 1’absence de suivi préalable (Sabra 2001). Dans quatre régions
frangaises, la proportion des patients pris en charge en urgence variait entre 26 a 46% en 2002
(REIN 2004), illustrant le probleme encore largement universel que le diagnostic de I'IRC
pose en dehors des programmes ciblés de dépistage systématique a un stade « infra-clinique ».

Nous avons évoqué plus haut la possible contribution des NIC et des NG dans cette catégorie
de causes indéterminées, alléguant leur évolution asymptomatique jusqu’a des stades avancés
et/ou la difficulté de leur diagnostic. Un argument en faveur de cette hypotheése nous est
fourni par I’observation de 1’age médian des patients en fonction de la pathologie primaire,
soit par ordre décroissant: 57.5 ans pour les néphropathies diabétiques, 56.9 pour les
néphropathies vasculaires et hypertensives, 56.0 pour les PKR, 53.4 pour les causes
indéterminées, 48.5 pour les néphropathies interstitielles et 41.2 pour les néphropathies
glomérulaires. Le fait que 1’age médian observé dans ces deux derniers groupes soit inférieur
a celui du groupe des causes indéterminées pourrait aller dans le sens d’un certain nombre de
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cas de NIC ou de NG évoluant a bas bruit chez des personnes étant prises en charge
tardivement, a un age et a un stade avancé d’IRC ou le diagnostic de la pathologie primaire
est incertain. En dehors du groupe des causes indéterminées, les différences relatives d’age
entre les groupes de pathologies primaires sont liées a 1’histoire naturelle des affections
considérées et sont comparables a celles observées en France (REIN 2004).

En outre, nous observons une corrélation négative (-0.90, p=0.037) entre la proportion de cas
d’IRCT de cause inconnue et celle de cas associ€és a une NG sur les 5 périodes de 2 ans
considérées, ce qui pourrait suggérer un effet de « vases communiquant » entre diagnostic de
NG et de cause indéterminée.

Les inter-relations entre absence ou insuffisance de suivi néphrologique, recours tardif a la
prise en charge, age du patient et difficulté a porter un diagnostic sont qualitatives et devraient
étre confirmées par des études spécifiques qui manquent a ce jour. En France, on observe une
variabilité de 4 a 15% de la proportion des causes indéterminées parmi les cas incidents
d’IRCT en fonction de la région de prise en charge en 2003 (REIN 2005). Ceci est
probablement lié, en plus des questions d’acces aux soins pour ces personnes, y compris en
termes d’acces aux examens complémentaires (biologiques, histologiques, radiologiques)
nécessaires a I’identification de la pathologie primaire, aux pratiques locales de chaque
néphrologue en cas de diagnostic de présomption (propension a se fier a son intuition en
I’absence de possibilité de confirmation).

Cette « boite noire » des causes incertaines, inconnues, indéterminées, et finalement
idiopathiques (incertitude également sémantique...) présente de toute évidence un biais
important dans 1’étude de I’évolution des causes spécifiques d’IRCT telles que la NICI.

Ayant posé plus haut I’hypothese du rdle de certains facteurs de risque environnementaux et
alimentaires dans 1’augmentation rapide de l’incidence des IRCT de cause NIC et
indéterminées, nous recherchons par la suite d’éventuelles variations régionales dans la
fréquence de survenue de ces affections.

1.3  Variations spatiales

[11.3.1 Incidence globale par région

Taux d’incidence régionaux décennaux

La région attribuée au patient est celle ou la prise en charge a été effectuée et ne tient donc pas
compte des phénomenes de migration liés aux limitations de 1’offre de places en hémodialyse
dans certaines régions. Il ne nous est pas possible de déterminer quantitativement la
proportion de cas concernés, mais a titre de comparaison, la proportion de nouveaux malades
ne résidant pas dans la région de leur premier lieu de traitement variait entre 2 et 10% en
France en 2002, et 1 a 7% des malades incidents ont débuté leur traitement dans une région
différente de leur lieu de résidence (REIN 2004, résultats concernant quatre régions de
France). Nous considérons que les données régionales dont nous disposons décrivent 1’activité
régionale de dialyse davantage que la force d’incidence de I'’IRC terminale selon la région.
Cette analyse nous renseigne donc essentiellement sur la capacité d’accueil et I'acces aux
soins spécialisés dans chaque région.

Par suite, nous nommons « incidence du traitement de suppléance » ou « incidence de la prise
en charge » les taux d’incidence régionaux d’IRCT dont les estimations décennales sont
consignées a la figure 12.
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Figure 12: Incidence du traitement de suppléance de I’'IRC selon la région de prise en charge.
1992-2001, en cas par million d’habitants. Taux ajustés sur 1’age et le sexe. Population de référence : Tunisie
1992-2001. Les intervalles de confiance a 95% sont rapportés en Annexe 1.
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Les disparités régionales d’activité de dialyse observées sur la période 1992-2001 sont
considérables, I’incidence variant de 33.3 pmh dans la région Centre-Ouest a 102.1 dans le
district de Tunis. Les taux étant ajustés sur I’age et le genre, une différence d’acces au
diagnostic de I'IRC et au traitement de suppléance est probablement a I’origine d’une grande
part de la variabilité observée. Cet acces différentiel a la prise en charge de I'IRC terminale va
de paire avec un acces inégal aux soins spécialis€s et au systeme de santé en général, 1ié a un
isolement géographique et/ou socio-économique, parfois accompagné de barrieres culturelles
dans le recours aux soins.

En France, par exemple, on observe une plus faible incidence en milieu rural par rapport au
milieu urbain, qui ne semble pas pouvoir étre entierement expliquée par des différences de
style de vie et de cartes sanitaires. La « dureté au mal » et I’absence d’une culture de recours a
la médecine « moderne » pourraient, dans certains cas, étre a l’origine d’un isolement
sanitaire volontaire, comme le suggerent les données des registres francais et belge
(Couchoud 2005, communication personnelle).

Skhiri et al. (2001) ont mis en évidence des inégalités de santé encore importantes aujourd’hui
entre les 7 grandes régions tunisiennes, ce par la comparaison d’indicateurs tels que la
mortalité infantile, le nombre d’habitants par médecin, le taux d’alphabétisme et les dépenses
moyennes réalisées par personne et par an.

Nous observons en effet une nette corrélation entre 1’incidence régionale de la prise en charge
de I'IRC terminale et les indicateurs sanitaires, socio-économiques et humains, dont certains
proposés par Skhiri et al. (2001) selon la classification OMS. Nous avons également calculé la
proportion des cas incidents d’IRCT bénéficiant de 1’Aide Médicale (partiellement) Gratuite
(AMGQG) et avons observé une association fortement négative avec I'incidence de la prise en
charge. Les coefficients de corrélation obtenus sont consignés au tableau 7.

Indicateur Corrélation o]
Mortalité infantile (%) -0.712 0.071
Nombre d’habitants par médecin -0.88 0.009
Nombre de lits d’hépital par 1000 habitants 0.71 0.074
Nombre d’habitants par centre de dialyse -0.79 0.036
Alphabétisme (%) 0.88 0.009
Dépenses moyennes (DT/personne/an) 0.88 0.009
AMG (% des patients) -0.77 0.072

Tableau 7 : Association entre indicateurs de santé et incidence régionale du traitement de

suppléance de I’insuffisance rénale terminale. Coefficients de corrélation de Spearman et p associé au
test de significativité.

Ainsi la faiblesse de 1"’incidence du traitement de suppléance observée dans les régions les
plus défavorisées (N-O et S-O) par rapport a celle observée dans les régions « les mieux
loties » (C-E et district de Tunis) serait-elle liée a des facteurs interdépendants intervenant de
facon séquentielle : un moins bon acces aux soins spécialisés (facteurs géographiques,
économiques, culturels) relié a une €élévation de la force d’incidence des facteurs de risque
compétitifs (déces d’une autre cause avant que I'IRC n’ait pu se développer et étre
diagnostiquée) et au déces d’un certain nombre de personnes des suites d’une urémie non
diagnostiquée et encore moins prise en charge impliquant, complications et co-morbidités.
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Influence de I'age et de 'accés aux soins

Les taux spécifiques par classe d’age (figure 13 révelent des incidences particulicrement
basses chez les 65 ans et plus dans les régions N-O et C-O. Comme précisé€ plus haut a propos
de la plus faible incidence décennale de I’'IRCT chez les 75 ans et plus, Moulton et al. (1992)
proposent quatre facteurs d’interprétation des disparités régionales chez les plus agés : (1) une
incidence véritablement moindre dans cette tranche d’age ; (2) un acces encore limité aux
soins spécialisés ; (3) une moindre prescription des traitements de suppléance liée a leur cott
favorisant la prise en charge prioritaire des plus jeunes ; (4) le refus de traitement par EER
chez les plus agés, percu comme lourd de conséquences en terme de qualité de vie.
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Figure 13: Courbes d'incidence brute d'IRCT toutes causes.
Par classe d’age en fonction de la région de prise en charge.

Le premier point (1) semble peu probable dans la mesure ou I'insuffisance rénale est une
affection liée au vieillissement (Lamb et al. 2003; Mulder and Hillen 2001a; Mulder and
Hillen 2001b). Un processus de vieillissement normal, altérant la structure et les fonctions
rénales, et une interaction entre pathologie et age sont souvent évoqués (Fliser et al. 1997;
Lindeman 1998), notamment en terme de comorbidité : hypertension, diabeéte et maladies
cardio-vasculaires sont largement prévalentes chez les sujets agés et fortement associées a la
survenue de néphropathies chroniques (White et al. 2005).

La question de I’acces aux soins spécialisés (2) renvoie a la précarité économique des
personnes agées et a leur propension a avoir recours au systeme de santé, tel qu’évoquée plus
haut a propos des disparités régionales, mais aussi a I’acceptabilité pour une personne agée de
se conformer 2 un traitement lourd, qui plus est hors domicile (4). A ce titre, la comparaison
des taux dans la classe des 65 ans et plus a ceux prédits par une régression sur les taux des 45-
64 ans tel que suggéré par Moulton et al. (1992) nous livre (figure 14) que les régions C-O et,
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dans une moindre mesure, N-O présentent un déficit important de prise en charge de I'IRCT
chez les plus agés (résidus négatifs).

Le fait que le district de Tunis, qui est la région ou I’incidence ajustée sur 1’age est la plus
élevée de Tunisie, présente un déficit comparable a celui observé dans le N-O, pourrait
s’expliquer par la chute de I’incidence observée chez les 75 ans et plus sans, que nous ayons
d’éléments d’interprétation de cette faiblesse.

Enfin, le résidu positif observé dans la région Nord-Est ou le taux d’incidence globale est
relativement bas pourrait s’expliquer par un phénomene de migration des personnes plus
jeunes vers le district de Tunis, ou sont concentrés de nombreux centres d’hémodialyse, pour
étre pris en charge, alors que les plus agés sont préférentiellement traités « sur place ».
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Figure 14: Incidence observée des cas d’IRCT chez les 65 ans et plus relativement a
I’incidence attendue par région. Les résidus sont consignés : 100*(observé-attendu)/attendu. L’incidence

attendue est obtenue par régression de type Poisson des taux des ‘65+” sur les taux des ‘45-64" ans (1992-2001).
Les taux sont ajustés par classe d’age et par sexe sur la population tunisienne (1992-2001).

Ces deux points et celui relatif a la prescription des traitements de suppléance (3) renvoient
également a la couverture sociale des personnes atteintes d’IRC terminale, et en particulier au
type d’affiliation a 1’assurance maladie. Bien siir les personnes totalement exclues du systeéme
de santé ne nous sont pas ici accessibles. Un récent rapport de 1’association internationale de
la sécurité sociale indique que si I’affiliation est quasi-pleine pour les deux régimes généraux
(salariés des secteurs public et privé), une sous-affiliation caractérise les activités précaires,
notamment les ouvriers agricoles, les pécheurs, les gens de maison, les adhérents au régime
des travailleurs non-salariés de D’artisanat et de I’agriculture, dont une partie seulement
bénéficie de et a recours a 1’aide médicale gratuite (Cherif and Essoussi 2004).

Nous nous proposons toutefois ici de distinguer 1’incidence en fonction de 1’affiliation, ce qui
devrait déja nous livrer quelques éléments de discussion, a supposer que les personnes
bénéficiant de 1’ Aide Médicale (partiellement) Gratuite aient un profil d’occurrence différent
en raison de facteurs de risque distaux (statut socio-économique en particulier) comme
proximaux (expositions environnementales notamment), ce d’autant plus qu’ils sont agés.
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La figure 15 apporte les résidus obtenus chez deux groupes s’assurés sociaux : les personnes
affiliées aux caisses nationales des salariés du privé et des fonctionnaires (CNSS et CNRPS)
regroupées par commodité sous I’appellation « Régime général », et celles bénéficiant de
I’AMG, donc en principe étant en situation de précarité économique mais bénéficiant de
certains abattements de frais médicaux. Les résidus du graphique s’interprétent comme suit :

— Un résidu égal a zéro indique que le taux d’incidence régional chez les personnes agées de
65 ans et plus relativement au taux observé chez les 45-64 ans (lesquels sont censés
refléter au plus preés I'incidence vraie de I'IRC terminale dans la population considérée)
est égal a la moyenne estimée de toutes les incidences régionales chez les plus agés pour
le groupe d’assurés sociaux considéré ;

— Un résidu positif indique une incidence du traitement supérieure a celle attendue : moitié
supérieure du graphique pour le « régime général » et moitié€ droite pour I’AMG ;

— Un résidu négatif signale un déficit de traitement dans la région et le groupe d’assurés
considérés relativement a la moyenne nationale pour ce méme groupe : moitié inférieure
du graphique pour le « régime général » et moitié gauche pour I’AMG.

— Enfin, les régions se situant sur la diagonale ne présentent pas de différence notable
d’occurrence du traitement de I’IRC terminale entre les deux régimes considérés chez les
plus agés.
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Figure 15: Incidence observée des cas d’IRCT chez les 65 ans et plus relativement a
I’incidence attendue en fonction du régime d’affiliation a la sécurité sociale par région de
prise en charge. Les résidus sont consignés : 100*(observé-attendu)/attendu. L’incidence attendue est obtenue

par régression de type Poisson des taux des ‘65+ sur les taux des ‘45-64° ans (années 1992 a 2001). La
diagonale représente 1’égalité des incidences chez les plus dgés des deux groupes d’assurés relativement aux plus
jeunes.
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L’analyse de la figure 15 nous permet de distinguer :

1. Trois régions ou il existe un différentiel de prise en charge des plus agés entre « Régime

Général » et AMG :

— La région N-O pour laquelle le résidu est positif pour 'AMG et négatif pour le
« Régime Général » ;

— La région N-E pour laquelle le résidu est largement positif pour I’AMG et nul pour le
« Régime Général » ;

— Larégion S-O pour laquelle le résidu est négatif pour I’AMG et largement positif pour
le « Régime Général ».

2. Trois régions ou il n’existe pas de différentiel de prise en charge entre « Régime Général »
et AMG mais un déficit ou un exces global d’acces au traitement des plus agés :

— les régions C-O et Tunis ou un déficit global de prise en charge des plus agés se
manifeste quelque soit le type d’affiliation (régions C-O et Tunis tous deux sur la
diagonale et a résidus négatifs pour I’AMG et le « Régime Général ») ;

— larégion C-E ou on observe une plus forte prise en charge des plus agés quelque soit
le régime d’affiliation par rapport a la moyenne nationale.

3. Une région (S-E) ou la prise en charge des personnes dgées avoisine la moyenne nationale
pour les deux types de régime.

Ces résultats signalent dors et déja I’existence de facteurs régionaux, notamment de type
socio-économique, entrant en interaction avec 1’age dans la prise en charge de I’IRC terminale
par traitement de suppléance. Pour aller plus loin dans cette analyse, il serait intéressant de
disposer de données régionales concernant la mortalité liée au diabete, a I’hypertension
artérielle et aux maladies cardio-vasculaires en général, c’est-a-dire aux facteurs de risque
compétitifs qui peuvent expliquer un déficit dans 1’enregistrement des cas d’IRC traitée et
sont reliés en partie a I’accessibilité des soins (dépistage précoce, prévention, prise en charge
lourde).

Incidence biannuelle par région

Le tableau 8 consigne les évolutions décennales de I’incidence du traitement de suppléance
par région. Le classement relatif en 2000-01 est conservé par rapport a 1992-93 hormis le fait
que la région Sud-Est a rattrapé la région Centre-Est avec un taux annuel de progression
parmi les plus élevés (+9.5%). Les régions Nord-Ouest et Centre-Ouest restent en retrait, mais
leur évolution sur la période considérée est la plus rapide de Tunisie (+10% par an), indiquant
trés probablement un rattrapage progressif du déficit de prise en charge. Enfin, les régions du
district de Tunis et du Centre-Est sont celles ou la progression a été la plus « lente »
(respectivement +5.4 et +6.5% par an), partant des incidences les plus élevées.

Les variations régionales d’incidence du traitement par type de pathologie primaire sont
rapidement abordées dans les paragraphes suivants.
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Région de prise Taux d’Incidence® IRC traitée (pmh) Evolution annuelle

en charge 1992-93 1994-95 1996-97 1998-99 2000-01 % 1C95%
N-O 25.4 18.8 39.8 66.5 66.1 100 [8.4;11.7]
N-E 34.7 32.8 42.2 57.8 83.9 9.2 [7.310.5]
c-0 17.7 22.7 28.1 41.4 47.0 100  [8.3;12.3]
CE 65.8 66.3 75.9 99.4 101.3 6.5 [6.0;7.0]
S-0 36.9 48.4 60.6 81.9 88.9 9.2 [7.9:10.4]
S-E 42.0 49.9 60.0 89.2 103.7 95 (8.3;10.7]
Tunis 73.3 84.9 89.3 112.4 123.4 5.4 [4.8 ;5.9]
Tunisie 46.4 50.4 60.2 81.7 90.9 7.1 [5.8 ; 8.4]

(a) Taux ajustés sur I'age et le sexe, référence : population tunisienne 1992-93.

Tableau 8 : Incidence biannuelle régionale du traitement de suppléance de I’insuffisance

rénale terminale et % annuel de variation.
Taux ajustés sur I’age et le sexe. Population de référence :Tunisie 1992-2001.

[11.3.2 Importance relative des pathologies primaires

En pratique hospitaliere, les néphrologues interrogés ont observé une dichotomie entre ville et
campagne au niveau du stade de dépistage de I'IRC et des pathologies primaires du rein. En
effet, si en milieu urbain (régions de Tunis, Centre-Est et Sud-Est), 1’étiologie peut
généralement « facilement » €tre retrouvée et correspond majoritairement aux facteurs de
risque bien connus que sont le diabete et I’hypertension artérielle, en milieu rural (régions
Nord-Ouest, Centre-Ouest et Sud), les causes sont souvent difficiles a déterminer, les
néphropathies d’origine infectieuse et autres types de néphropathies interstitielles sont plus
fréquentes et le stade de dépistage de I'IRC est plus tardif. Ce caractere tardif peut étre relié a
I’évolution a bas bruit des NIC, sans manifestation clinique évidente jusqu’a ce que la NIC
entraine une IRC, et peut-tre aussi par un rapport différent a la santé des populations
urbaines et rurales, en particulier lorsque ces dernieres se trouvent en situation de précarité.
Nos résultats concernant la prise en charge de I'IRC terminale confirment ces témoignages
relatifs aux pathologies rénales chroniques en général.

Incidence par région

Le tableau 9 consigne les taux d’incidence du traitement de suppléance par région et par sexe
pour trois catégories de pathologies primaires sur la période 1992-2001 : néphropathies
interstitielles chroniques, NIC idiopathiques et causes indéterminées. Pour ne citer que les
extrémes, on observe une incidence faible des NIC, y compris les NICI, dans les régions
Centre-Ouest (respectivement 3.5 et 2.4 pmh) et Nord-Ouest (respectivement 5.9 et 4.3 pmh)
ou I’incidence globale est la plus faible, et largement plus forte dans la région Centre-Est
(respectivement 15.1 et 8.3 pmh). Les incidences observées dans la région Centre-Est sont en
fait supérieures a celles des autres régions quelque soit la pathologie primaire hormis les
cause indéterminées, et a 1’exception du district de Tunis qui est largement en té€te pour les
affections de type néphropathies diabétiques et vasculaires, y compris hypertensives. Le
Centre-Est regroupe notamment les gouvernorats de Monastir, Sousse et Sfax qui sont biens
pourvus en soins spécialisés, et en particulier dotés de deux services hospitalo-universitaires
de néphrologie. I n’est donc pas exclu qu’un certain nombre de patients se déplace des
gouvernorats du Centre-Ouest vers ceux de I’Est lorsqu’ils en ont les moyens
(déménagements thérapeutiques évoqués plus haut), renforcant le déficit de prise en charge
observé dans le C-O et que nous avons relié a un relatif isolement géographique et socio-
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économique allant de paire aves des facteurs de risque compétitifs et, possiblement, une
« culture hésitante » de recours aux soins.

NIC NICI Indéterminée

Région H F Tous SR H F Tous SR H F Tous SR
N-O 39 73 5,9 0,53 2,3 6,2 4,3 0,37 13,6 13,4 13,5 1,01
N-E 8,3 6,7 7,7 1,24 4,5 4,3 4,4 1,05 14,8 11,9 13,3 1,24
Cc-0 3,6 4,11 3,5 0,88 1,6 3,1 2,4 0,52 28,7 23,9 26,3 1,20
C-E 16,1 13,7 15,1 1,18 88 79 83 1,11 19,1 7,4 13,2 2,68
S-0 10,3 75 8,3 1,37 53 48 5,1 1,10 32,9 324 32,6 1,02
S-E 9,7 83 8,5 1,17 38 53 46 0,72 36,4 31,7 34 1,15
Tunis 10,2 9,4 10,1 1,09 48 64 56 0,75 18,3 17,7 18 1,03

Tableau 9 : Incidence régionale du traitement de suppléance en fonction du sexe pour trois

catégories de pathologie primaire. Taux ajustés sur I’age (Hommes et Femmes) et le sexe (Tous).
Référence : population tunisienne 1992-2001. SR : sexe-ratio.

Nous remarquons enfin que c’est dans les régions N-O et C-O que le sexe-ratio est le plus bas
pour les NIC et surtout pour les NICI (respectivement 0.37 et 0.52), renvoyant a la question
d’un différentiel de mortalité entre hommes et femmes dans ces régions et a des profiles de
pathologies primaires interstitielles touchant plus fréquemment les femmes telles que la
néphropathie aux analgésiques et une NIK de la NEB évoquées plus haut.

Au vu de ce différentiel global de prise en charge entre régions se répercutant au niveau de
I’incidence respective des pathologies primaires, il nous semble plus opportun de compléter
ce tableau par 1’étude de la proportion des cas de cause NIC et NIC en fonction de la région
de résidence (figure 16), ainsi que des rapports de chance (odds ratio) de survenue d’une
cause relativement a toutes les causes dans une région donnée par rapport a I’ensemble de la
population tunisienne (tableau 11).

Proportion des cas de NIC et NICI

Les proportions de NIC et de NICI sont les plus élevées dans la région Centre-Est
(respectivement 17.2 et 9.6% des cas d’IRC traitée), et les plus basses dans le district Tunis
(respectivement 9.6 et 5.5%). La région Nord-Ouest se distingue par une proportion
importante de NICI parmi les nouveaux cas (9.3%), tandis que les régions Centre-Ouest, Sud-
Est et Sud-Ouest recensent environ 50% de causes indéterminées, rendant 1’interprétation des
taux spécifiques par pathologie primaire des plus périlleuses.

Trois tendances intéressantes se dessinent a partir des résultats du tableau 11 : augmentation
significative des chances de diagnostic de type NIC et NICI dans la région Centre-Est a
opposer a une diminution significative dans le district de Tunis ; odds-ratio tres supérieur a un
pour les causes indéterminées dans les régions Sud-Ouest, Sud-Est et Centre-Ouest et tres
inférieur a un dans le district de Tunis ; et enfin augmentation a la limite de la significativité
des chances de diagnostic de type NICI dans la région Nord-Ouest.
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Figure 16 : Proportion de cas incidents d’IRCT (et [C95%) par rapport au total en fonction de
la région de prise en charge (1992-2001) - Cause inconnue (Gris clair), NIC (Gris foncé) et NICI (Noir).

NIC NICI Indéterminée

Région OR 1C95% OR IC95% OR 1C95%
N-O 0.93 [0.72;1.20] 1.26 [0.95;1.69] 1.03 [0.86 ; 1.24]
N-E 1.08 [0.86;1.35] 1.07 [0.81;1.43] 0.81 [0.68 ; 0.97]
C-0 0.90 [0.66 ; 1.23] 0.96 [0.65;1.42] 1.91 [1.55;2.34]
C-E 141  [1.22;1.63] 1.31  [1.09;1.58] 1.08 [0.96 ; 1.22]
S-0 1.03  [0.74 ;1.41] 0.97 [0.64;1.48] 2.23 [1.79 ; 2.78]
S-E 0.93 [0.72:1.20] 0.81 [0.57;1.14] 2.12 [1.79 ; 2.51]
Tunis 0.72 [0.61;0.85] 0.72  [0.58:0.89] 0.53 [0.46 ; 0.60]

Tableau 11 : Odds-Ratio de la proportion de nouveaux cas présentant la pathologie primaire
indiquée par rapport a la proportion dans I’ensemble de la population tunisienne et IC95%.

Dans le district de Tunis, la présence de médecins néphrologues de niveau universitaire et
Iinfrastructure d’investigation clinique y afférente contribuent probablement a la moindre
proportion des cas d’IRC terminale de cause indéterminée. L’absence d’un tel constat dans la
région Centre-Est, pourtant bien pourvue en compétences néphrologiques, pourrait tenir a des
pratiques différentielles de diagnostic et/ou a un profil de patients particulier, notamment en
termes de prise en charge tardive éventuellement liée a des migrations sanitaires de 1’Ouest
vers I’Est.

En effet, on observe dans la région Centre-Est des odds-ratio inférieurs a un pour les
pathologies primaires de type néphropathies diabétiques et vasculaires-HTA (a 1’opposé des
odds-ratio largement supérieurs a un observés dans le district de Tunis pour ces deux groupes)
suggérant qu’a la « clientele urbaine » de la population résident véritablement dans le Centre-
Est vient s’ajouter un « public rural », notamment venant des gouvernorats du Centre-Ouest,
présentant probablement des profils de pathologies primaires distincts : NIC, dont NICI, et
NG.
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Relation entre pathologie primaire, région et &ge du patient

Ayant mis en évidence un déficit de prise en charge de I'IRC terminale toutes causes
confondues (cf. figure 14) chez les plus agés dans certaines régions, nous recherchons enfin
des différentiels de déficit en fonction de la pathologie primaire. L’approche adoptée est
semblable a celle décrite en I11.3.1 et les résultats rapportés aux figures 17a a 17c.
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Figure 17 : Incidence observée de la prise en charge de 'IRCT chez les 65 ans et plus
relativement a I’incidence attendue en fonction de la pathologie primaire par région de prise

en charge. Les résidus sont consignés : 100*(observé-attendu)/attendu. L’incidence attendue est obtenue par
régression de type Poisson des taux des ‘65+ sur les taux des ‘45-64 ans (années 1992 a 2001). Les taux sont
ajustés par classe d’age et par sexe sur la population tunisienne (1992-2001). (a) : NIC versus toutes causes ; (b) :
NICI versus toutes causes ; (c) : Cause indéterminée versus toutes causes.
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Quatre régions sur sept (C-O, N-O, Tunis et C-E) ne présentent pas de différence notable de
prise en charge des plus 4gés entre diagnostics « NIC » et « toutes causes confondues »
(figure 17a), alors que pour les « NICI » (figure 17b) et les « causes indéterminées » (figure
17c¢) respectivement une (C-E) et trois régions (C-O, Tunis et S-E) se trouve sur la diagonale.
Dans le cas des NIC et des NICI, la région N-E se distingue par un résidu largement positif.
La région N-O présente quant a elle des résidus positifs pour les NICI et les causes
indéterminées qui contrastent avec le résidu négatif observé pour toutes les causes.

Si ces données sont difficiles a interpréter dans le détail, elles illustrent en tous cas de larges
différences régionales d’acces aux soins (distance géographique aux infrastructures de santé
mais aussi barriere financiere), d’acceptabilité du traitement par EER, de pratiques dans la
décision de prise en charge et/ou de mortalité par des causes compétitives chez les personnes
agées de 65 ans et plus, ce en fonction du profil de pathologie primaire qui est possiblement
lié a des styles de vie différents, notamment entre urbains et ruraux. Ceci est d’autant plus
probable dans le contexte de la transition épidémiologique qui caractérise la situation sanitaire
de la population tunisienne.

IV CONCLUSIONS

IV.1.1 Une transition épidémiologique visible au niveau rénal

Le profil décennal d’incidence de I'IRCT en Tunisie évoque une situation de transition
épidémiologique, c’est-a-dire d’une modification de I'importance relative des facteurs de
risque et de la force d’incidence des maladies infectieuses et chroniques accompagnant le
changement des modes de vie dans les pays en développement, caractérisée notamment par
une augmentation forte de la prévalence de 1’obésité, du diabéte de type 2, de
I’hypercholestérolémie et de I’hypertension artérielle. Or avec I’age, le sexe, le tabagisme et
des facteurs génétiques, ces affections comptent parmi les facteurs de risque connus les plus
importants dans la survenue d’une pathologie rénale chronique (White et al. 2005).

Ainsi en Tunisie coexistent aujourd’hui des facteurs de risque de type infectieux, comme en
témoigne I'importance des glomérulonéphrites dans certaines régions a caractere rural (N-O
en particulier, ORng=1.64 [1.33 ; 2.03]), et ceux correspondant a une occidentalisation des
modes de vie, pour I’instant plus marquée en milieu urbain, d’ou I’importance des étiologies
diabétiques et vasculaires (dont liées a une HTA), dans le district de Tunis notamment
(ORndiabetique=1.42 [1.26 ; 1.60] ; ORny=1.55 [1.37 ; 1.75]).

Les néphropathies interstitielles chroniques occupent une place plus importante que dans la
plupart des pays développés, mais moindre que dans bien des pays en développement,
évoquant un recul possible des étiologies infectieuses au profit des origines toxiques. Plus de
la moitié sont de cause indéterminée, et dans ce groupe seulement le sexe-ratio est inférieur a
un, particulicrement bas chez les 45-64 ans, évoquant le profil d’occurrence de la
néphropathie aux analgésiques et/ou d’une néphropathie interstitielle idiopathique présentant
certaines similitudes avec la NEB, en particulier dans la région N-O (sexe-ratio de 0.37), et ce
méme chez les plus agés (résidus positifs).

Entre 1992 et 2001, I’incidence globale de I'IRCT dans la population tunisienne a plus que
doublé (+8.6% par an) et atteint des niveaux supérieurs a ceux observés en Europe (167 pmh).
L’incidence est pourtant susceptible d’étre sous-estimée en raison des inégalités persistantes
d’acces aux soins observées entre régions, chez les plus agés notamment, ou encore chez les
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femmes et les personnes en situation de précarité. Les régions pour lesquelles un déficit de
prise en charge est manifeste sont a prédominance rurale (N-O et C-O). On constate une
progression rapide de 1’incidence dans ces deux régions par rapport a celles ou 1’incidence
était déja la plus forte au début des années 90, indiquant une relative amélioration de la prise
en charge et/ou une diminution de la force d’incidence des facteurs de risque compétitifs ou
de co-morbidité et des complications de I'IRC, recul 1ié a un meilleur acces aux soins
spécialisés. Toutefois, il est probable qu'un certain nombre de patients résidant dans I’Ouest
rural ait migré vers I’Est urbain pour y étre pris en charge par EER, faisant gonfler les taux
d’incidence observés dans la région C-E notamment. Ceci est d’autant plus probable que le
profil de pathologies primaires observé dans cette région est « mixte ».

Conformément a la tendance internationale, les néphropathies diabétiques ont progressé
remarquablement vite (+14.5% par an) au cours de la décennie 90, suivies par les
néphropathies interstitielles chroniques (+9.5%), dont les NICI (+7.4%), ce qui constitue une
originalité par rapport aux pays développés. Les néphropathies vasculaires et liées a une HTA
ont progressé moins rapidement (+5.8%), tandis que les néphropathies glomérulaires et les
poly-kystoses rénales sont restées presque stables sur la période.

IV.1.2 La prédominance des causes indéterminées

Les IRCT de cause indéterminée ont largement contribué a 1’augmentation de 1’incidence

globale sur la période (+11.1% par an). Ceci est a mettre en relation avec :

— un acces parfois encore tardif au diagnostic de I'IRC terminale et au traitement de
suppléance, comme en atteste leur importance relative dans des régions telles que le C-O ;

— des profils de pathologies primaires particulierement difficiles a diagnostiquer du fait de
leur évolution a bas bruit jusqu’a des stades avancés et du caractere histologique de leur
définition nosologique, impliquant une confirmation par biopsie rénale rarement possible
(moins de 5% des cas, alors que pres de 25% des cas sont définis comme
« glomérulaires » et « interstitiels » en Tunisie) ;

— des pratiques de diagnostic locales et méme individuelles reflétant la confiance placée par
le néphrologue dans les diagnostics d’« élimination-intuition-présomption » qui
caractérisent les NIC et plus particuliecrement les NICI, ou encore les incertitudes quant au
diagnostic peu spécifique des néphropathies liées a une HTA.

L’importance des causes indéterminées rend toute analyse de la force d’incidence par
pathologie primaire a I'IRC terminale biaisée. De plus I'acces aux soins et la force
d’incidence des facteurs de risque compétitifs demeurent inégaux entre régions. Les variations
géographiques observées sont donc davantage un miroir de I’incidence du traitement de
suppléance qu’un reflet fidele de la fréquence de I'insuffisance rénale terminale dans les
populations considérées.

IV.1.3 Des observations a relier a la problématique OTA

En dépit des limitations évoquées plus haut ainsi qu’en introduction, nous notons certains
particularismes qui nous semblent intéressants, quoique nécessitant confirmation, dans le
cadre de la problématique ochratoxine A. Nous nous proposons donc, pour clore cette partie,
de les replacer dans le cadre d’une discussion subjective : rappel des faits, énonciation des
opinions...

Les faits

Au niveau décennal, nous observons I’importance des NICI parmi les causes NIC et les cas
d’IRCT en général, importance plus marquée chez les femmes que chez les hommes. Le sexe
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ratio pour la NICI est d’ailleurs treés bas chez les 45-64 ans, évoquant certains profils de
pathologie primaire de type toxique tels que la NEB et dans le cas présent, la NIKI décrite en
introduction comme pouvant étre reliée a une exposition chronique a I’OTA.

En termes d’évolution temporelle, nous notons de plus un doublement de I’incidence de I'IRC
terminale de cause NIC, et en particulier NICI, entre 1992 et 2001 dans la population
tunisienne, qui n’a pas €été observé dans la plupart des pays d’Europe.

Au niveau des variations régionales, nous relevons en particulier un sexe ratio pour la NICI
tres inférieur a un dans la région N-O, pour laquelle en dépit d’un déficit global de prise en
charge mis en évidence chez les plus agés, 1’odds-ratio est supérieur a un (2 la limite de la
significativité) et le résidu est positif chez les personnes agées de 65 ans et plus. Les odds-
ratio positifs pour la NIC et la NICI relevés dans la région C-E semblent pouvoir provenir au
moins en partie de la prise en charge de personnes originaires du C-O ol I’acces aux soins
spécialisés demeure limité.

Enfin, I'impressionnante progression de I’'incidence des IRCT de cause indéterminée pourrait
s’expliquer en partie par celle des pathologies primaires évoluant a bas bruit, en particulier
certaines NIC dont la NIKI décrite en introduction.

Les opinions

Nous postulons que les cas d’IRCT de cause NICI recensés sur cette période de 10 ans dans la
population tunisienne pourraient en partie étre attribuables a une exposition réguliere et élevée
a I’OTA, sans que nous puissions trancher entre facteur d’initiation et de progression de cette
pathologie rénale chronique.

Nous limitons toutefois nos extrapolations a certains groupes de populations susceptibles
d’étre ou d’avoir été fortement exposés a I’OTA et de réunir d’autres facteurs de risque,
faisant de la NIKI une pathologie du « désavantage » .

Ces populations, essentiellement rurales (issues du N-O ou du C-O et s’étant parfois
déplacées vers le C-E pour la prise en charge), cumuleraient un certain nombre de facteurs de
risque proximaux, dont une exposition chronique et élevée a I’OTA et possiblement a d’autres
mycotoxines telles que la citrinine ne serait que I’une des composantes.

La progression observée (doublement de I’incidence des IRCT-NICI en 10 ans) pourrait en
grande partie s’expliquer par une amélioration de la prise en charge de I'IRC et des facteurs
de risque compétitifs. De plus, un grand nombre de cas est vraisemblablement encore
aujourd’hui classé parmi les causes inconnues, ou décede d’une complication avant d’avoir
atteint le systeme de santé.

Aucun élément permettant d’apprécier le délai entre exposition et initiation de la pathologie
n’est en notre possession, mais il est probable qu’il se compte en dizaines d’années, au cours
desquelles 1’exposition a I’OTA est susceptible d’avoir changé (Perneger and al. 1995a). Les
personnes recensées ici se trouvant de plus a des stades tres avancés d’IRC, nous postulons
que les cas possiblement liés a I’OTA renvoient de toute facon a une exposition ancienne ne
préjugeant pas de la situation actuelle en Tunisie.

Enfin, nous pensons qu’il n’est pas exclu que I’OTA soit un facteur de progression pour
d’autres pathologies rénales, notamment celles de cause diabétique en forte augmentation.
Cette hypothese, soulevée par Hsieh et al. (2004), nécessite pour Etre testée la mise en place
d’études spécifiques.
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CHAPITRE 2:

MODELISATION DE L'EXPOSITION ALIMENTAIRE
A L'OCHRATOXINE A DANS LA POPULATION FRANCAISE

« Nous pourrions placer ici un trés joli probleme d’'ordre général :
A quel point I'observation est vraie ?

A quel point le modéle est faux ?

A quel point le modéle est vrai ?

A quel point I'observation est fausse ? »

Anonyme Dada
Apres Mouchoir de Nuage, Tristan Tzara.

73



INTRODUCTION: LA MODELISATION DES EXPOSITIONS ALIMENTAIRES

En guise de prologue

L’évaluation des expositions alimentaires : cadre général
Le choix du modele

La variabilité des niveaux de contamination (Partie 1)
La variabilité des ingérés alimentaires (Partie 2)

PARTIE 1: HANDLING OF CONTAMINATION VARIABILITY IN EXPOSURE
ASSESSMENT: A CASE STUDY WITH OCHRATOXIN A.

I INTRODUCTION AND OBJECTIVES

11 Variability of contamination of foods over space and time

L2 Handling of input variability through probabilistic exposure modelling
L3 Separating variability from uncertainty in output

14 Research objectives

II MATERIALS AND METHODS

II.1  Input data description
IL.1.1 Contamination data
1.2 Consumption data

1.2  Exposure modelling
I.2.1 General exposure model
1.2.2 Probabilistic approach
Time-window for the fluctuation of contamination levels (W, D and O)
Distributions development for Monte-Carlo simulations
Monte-Carlo simulations
Estimation of between-persons distribution parameters and 95%CI
Ir.2.3 Estimation and plotting of exposure distributions

III RESULTS

III.1 Variability of exposure estimates
III.1.1 ~ Non-parametric versus parametric CDFs
II.1.2  ‘Week’ versus ‘Occasion’ as time-window
IIL.2 Uncertainty of parameters estimates

[I.2.1  Non-parametric versus parametric CDFs
II1.2.2  “‘Week’ versus ‘Occasion’ as time-window

IV DISCUSSION
IV.1 Parametric or non-parametric CDFs

IV.2 Time window for contamination sampling in probabilistic modelling

77
77
80
81
82

84
84
84
85

86

87

87
87
87

89
89
89
89
90
92
92
93

93
93
93
95
95

95
97

97
97

929

74



IV.3 Input data validity 101

IV.3.1  Consumption data 101
IV.3.2  Contamination data 102
IV.4 Model validity 102
IV.5S Comparing output distributions to tolerable daily intakes 103
V  CONCLUSIONS 103

PARTIE 2: FITNESS-FOR-PURPOSE OF DIETARY SURVEY DURATION:
A CASE-STUDY WITH THE ASSESSMENT OF EXPOSURE TO OCHRATOXIN A.

I INTRODUCTION AND OBJECTIVES 105
L1 Survey duration as fitting study goals 105
L2 Lack of transposition from nutrient to non-nutrient intakes 105
II' MATERIALS AND METHODS 106
II.1  Input data description 106
IL.1.1 Contamination data 106
1.2 Consumption data 106
II.2  Exposure modelling 106
I.2.1 General exposure model 106
11.2.2 Deterministic exposure model 106
11.2.3 Data transformation, variance decomposition and variance reduction 107
11.2.4 Estimation of number of days as a function of desired correlation or precision 108
I1.2.5 Probabilistic approach 109
Probabilistic exposure model 109
Simulation of contamination variability with three and seven days of food records 110
Agreement between classifications of individuals into quartiles of exposure 110

III RESULTS 110
III.1 Distribution of exposures to Ochratoxin A in the general population 110
1II.1.1 1, 3 and 7 days of food records 110
III.1.2  Correction of individual mean exposures for within-person variance 111
III.2 Classification of individuals into quantiles of exposure 112
II1.2.1  Number of days to get a r correlation between observed and true OTA intakes 112
II.2.2  Exposure classification with three or seven days in a MCS design 113
III.3  Assessment of individual intakes 113
IV DISCUSSION 114
IV.1 Characterizing the distribution of exposures in a population 114

75



IV.2 Estimating individual intakes

IV.3 Input data validity
IV.3.1  Use of heterogeneous (‘non-standardized’) contamination data
IV.3.2  Exclusion of low energy reporters from the study sample

IV.3.3  Available number of days of food record
IV.3.4  Linking of food items (consumption) with food groups (contamination)

YV CONCLUSIONS

CONCLUSION: INDIVIDUS ET POPULATIONS

| EXPOSITION DE LA POPULATION : LE MAILLON FORT
I.1 Le casde POTA

I.1.1 Variabilité de la contamination

L1.2 Variabilité des ingérés alimentaires

L.2 Un point de vue plus général

1.3 Garder contact avec la réalité...

II EXPOSITION INDIVIDUELLE : LE MAILLON FAIBLE
II.1  Lecasde’OTA

II.2  Un point de vue plus général

IIT L’APPORT DES MARQUEURS BIOLOGIQUES

115
115
115
116

116
117

117

118
118
118
118
118

120

120
120

120

121

76



INTRODUCTION:
LA MODELISATION DES EXPOSITIONS ALIMENTAIRES

En guise de prologue

« Un réve d'extériorité hante les usages des statistiques, tant dans les sciences sociales que dans le
débat public : les faits sont les faits, les banques de données en recelent les secrets. La magie de
I'alchimie statistique est résumée par la transformation de ces deux mots, "faits" et "données", de
participes passés en substantifs oublieux des verbes actifs qui les ont engendrés. Le "fait" symbolise le
réel tétu, opposé aux idées vagues, aux fantasmes, aux théories fumeuses. Mais qui 1'a fait ? Miracle de
la langue qui conserve, comme la lettre volée bien en évidence et pourtant invisible d'Edgar Poe, la
trace de la fabrication antérieure du "fait". Il est possible d'ouvrir les yeux : avant de devenir tétus, les
faits ont été faits. Mais pas de faits sans données. Merveille de la technique moderne : il suffit d'une
carte bleue, ou plutdt d'un acces a Internet, pour retirer des données a la banque. Mais qui les a
données ? Données vraiment ? N'ont elles rien cofité ? Ne sont elles pas commercialisées, parfois fort
cheres ? Les réseaux sociaux et politiques d'enregistrement, de mise en forme et de calcul de ces
données sont, eux aussi, escamotés par le passage du participe passé au substantif. Des lors, les faits et
les données circulent, a la fois construits et réels, d'autant plus réels qu'ils sont plus construits. Ils font
les points d'appui, les preuves, les arguments. La société n'est pas un réve. Elle n'a pas d'extérieur.
Sont co-construites simultanément des facons de se représenter le monde, d’agir sur lui, de le mesurer
et de modéliser. Les statistiques ne se contentent pas de " refléter la réalité ", elles contribuent a la
créer, a travers le langage commun qu’elles proposent. Mais cette facon de les envisager se heurte a
une irrésistible demande sociale de réalité " extérieure au débat ". Comment penser cette contradiction
et la remettre dans le débat public ? »

Alain DESROSIERES: Statistique et espace public, le réve de l'extériorité.

L’évaluation des expositions alimentaires : cadre général

L’évaluation de I’exposition humaine par voie alimentaire a un toxique « environnemental »
ou « naturel » nécessite le plus souvent un certain niveau de modélisation. Le modele élaboré
doit permettre de combiner des données hétérogenes par le biais d’une construction
mathématique plus ou moins complexe destinée a décrire la réalité, voire a la prédire. La
figure 1 schématise I’opération de combinaison des données « source » opérée par le modele
pour produire une estimation de 1’exposition considérée.

Modele

X

|
[P

Figure 1: Des données « source » aux estimations : le modele
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La modélisation de I'exposition : données « source »

Dans le cas des expositions alimentaires, y compris nutritionnelles, la modélisation est
invoquée dans le but de reconstituer une information compléte a partir d’informations
parcellaires. En effet, les données « source » (les « input » : consommation par kilogramme de
poids corporel et contamination par kilogramme d'aliment) dont on dispose pour estimer les
expositions sont de qualité variable. Elles ne refletent que partiellement la réalité de la
variabilit¢ de la grandeur « mesurée » (variabilit¢é des prévalences et des niveaux de
contamination, variabilité inter-individuelle et intra-individuelle des ingérés alimentaires,
aussi bien en termes quantitatifs que de composition qualitative de la diete), ce qui renvoie
aux problemes de I’échantillonnage (taille et représentativité du groupe par rapport a la
population d’étude). Elles présentent par ailleurs des degrés divers d’incertitude engendrée
par les biais inhérents a I’échantillonnage (biais de sélection dans le choix des unités
statistiques a enquéter en présence de forte hétérogénéité des lots de céréales, par exemple, ou
d’une variabilit¢é  saisonniere, géographique et relative a d’autres facteurs
sociodémographiques des consommations alimentaires individuelles), aux mesures
analytiques (performances d’une méthode de dosage en fonction de la matrice considérée
notamment) et aux informations issues d’une auto-évaluation (biais de mémoire, sous-
déclaration des quantités consommées comprenant 1’omission de certains aliments pour cause
d’ « indésirabilité sociale » de leur consommation).

Les tableaux 1 et 2 recensent un certain nombre de facteurs de variabilité et d’incertitude
reliés aux données «source» qui servent d’«input» dans les modeles d’exposition
alimentaire.

Données de consommation

Données de contamination
Variabilité intra-individuelle Variabilité inter-individuelle

Age, situation « matrimoniale » Age, génération, sexe Saison, Année (conditions climatiques)
Saison, Jour de la semaine Niveau d’éducation Stockage, transformation (industriels/domestiques)
Circonstances Catégorie socioprofessionnelle Origine géographique dont :
(restauration hors foyer, vacances) Région de résidence variété ou espece

pratiques agricoles ou d’élevage

Nombre de jours d’enquéte écologie et climat

Tableau 1: Quelques facteurs de variabilité des données « source »

Données de consommation Données de contamination

Méthode (QFA, rappel de 24h, carnet alimentaire) ) ) ]
i . o . Conversion des aliments bruts en « tels que consommés »
Séquence (jours consécutifs) d’enquéte
Erreur de déclaration des ingérés (mémoire, sous-déclaration) Plan d’échantillonnage et sa mise en ceuvre

Erreur d’enregistrement des données (codification, saisie) Performances analytiques

QFA : questionnaire de fréquence des consommations alimentaires

Tableau 2: Quelques facteurs d’incertitude des données « source »

Pour ne citer que quelques exemples, on sait que la consommation de certains aliments, tels
que le vin et d’autres alcools, est quasi-systématiquement sous-déclarée dans la population
générale. Dans le cas ou I’aliment est un vecteur important de la toxine étudiée, il s’en suit

78



une sous-estimation globale de I’exposition, doublée d’un biais différentiel si I’ampleur de la
sous-déclaration est corrélée aux quantités consommées.

Par ailleurs, comme illustré par la figure 2, il existe trés souvent un probleme de
correspondance des nomenclatures entre données de contamination, la plupart du temps
obtenues sur des produits bruts ou semi transformés (ingrédients tels que la farine de blé) et
les données de consommation individuelle consistant en un relevé des produits « tels que
consommé », ¢’est-a-dire de plats préparés et aliments cuisinés.

Plans de surveillance Questionnaire
alimentaire

Figure 2: La conversion des aliments bruts en aliments « tels que consommés ».

Il est donc nécessaire d’établir une correspondance entre ces deux types d’information, sous
peine de sous- ou de surestimer les niveaux d’exposition. Comme en épidémiologie et
surveillance nutritionnelle, en fonction du soin apporté a la mise au point de recettes, facteurs
de conversion et autres facteurs de « process » permettant de convertir les quantités ingérées
par les personnes enquétées en quantités de maticres premieres pour lesquelles les données de
contamination (composition nutritionnelle) sont le plus souvent disponibles, 1’exposition
estimée variera également considérablement.
Sans que le détail de nos travaux soit donné ici, nous avons élaboré, a partir de la base
RECIPE de la nomenclature INCA (base de données individuelles de consommation
alimentaire mise en place par I’AFSSA ; Calamassi-Tran G. (2004)) une base de 276
« recettes » comportant des facteurs de conversion des items individuels correspondant aux
aliments vecteurs d’OTA «tels que consommés » en aliments et ingrédients de base. Les
sources que nous avons utilisées sont celles qui ont présidé a la conception de la base
RECIPE :
— Des recettes de type « familial », « fait maison » collectées aupres des ménages au cours
d’enquétes nutritionnelles (source : AFSSA) ;
— Des recettes communiquées par les industriels de 1’agro-alimentaire (source : AFSSA et
internet) ;
— Des recettes consignées dans les ouvrages de cuisine grand-public et a vocation
spécialisée (cf. Baracco and Frentz 1982).
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Le choix du modéle

Le choix du modele est déterminant dans la proximité a laquelle on peut s’attendre entre
estimations de I’exposition et exposition « vraie », variable latente non accessible directement
a D'observation. En effet, bien qu’il soit entendu qu’il ne peut a lui seul compenser les
insuffisances des données injectées dans ses rouages, le modele, par les hypotheéses qui le
sous-tendent, est a méme de reconstituer au moins en partie I’information manquante, ou
plutdt de la (re)construire.

Ces hypotheses sont formulées relativement a la réalité que le modele a pour objectif de
décrire. Dans notre cas, elles correspondent a des scénarios d’occurrence de la toxine dans
différents groupes et items alimentaires, de profils de consommation des aliments vecteurs de
la toxine, et de probabilité de survenue chez un méme individu d’une forte consommation
d’aliments contaminés a des niveaux élevés (Kroes et al. 2002).

Le modele peut avoir pour vocation d’estimer la distribution des expositions dans une
population donnée (visée de surveillance nutritionnelle et sanitaire) ou 1’exposition
individuelle de personnes participant a une étude épidémiologique de type étiologique (étude
transversale, prospective ou rétrospective). La distinction entre niveaux populationnel et
individuel pose des questions et appelle des approches méthodologiques distinctes.

Dans le cas de I’ochratoxine A, on observe une variabilité importante des niveaux moyens et
des percentiles élevés des expositions estimées dans la population francaise, ce méme en cas
d’utilisation de données « source » comparables. En fonction du modele mis en ceuvre, la
probabilité de dépasser la dose hebdomadaire tolérable provisoire (DHTP) proposée par le
Scientific Committee for Food (SCF) de 1'UE peut atteindre tant6t un niveau interpellant
sinon alarmant, tant6t un niveau « insignifiant », sauf a étre partisan du « risque zéro ».

Par ailleurs, I’étude de I'implication de ’OTA dans I’étiologie de maladies rénales chroniques
a été largement compliquée par les difficultés rencontrées dans I’évaluation de 1’exposition
individuelle a I’OTA.

Nous nous sommes donc intéressés a 1’étape d’évaluation de 1’exposition a I’OTA dans cette

double optique populationnelle et individuelle, correspondant a deux types de démarches

alimentant directement ou non le processus d’évaluation du risque sanitaire associé a la

consommation chronique d’OTA :

— La surveillance sanitaire : comparaison de la distribution des expositions dans une
population (ici la population adulte frangaise) aux normes toxicologiques en vigueur ;

— L’épidémiologie analytique : étude de I’association entre exposition alimentaire a I’OTA
et survenue de pathologies rénales (en particulier en population tunisienne).

A noter que la premiere démarche peut également étre mobilisée dans le cadre d’études
épidémiologiques de type écologique, lorsque 1’information est disponible au niveau régional,
par exemple.

Ainsi, sans prétendre aucunement a I’exhaustivité, nous nous sommes posés une série de
questions méthodologiques relatives a la manicre dont les deux catégories de données
« source » pouvaient étre injectées et combinées pour produire une estimation de 1’exposition.
Nous en présentons ici brievement les tenants.
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La variabilité des niveaux de contamination (Partie 1)

Comme indiqué au tableau 1, un certain nombre de facteurs fait varier les niveaux de

contamination par I’OTA qu’une personne est susceptible de rencontrer dans les aliments

qu’elle consomme. Une modélisation de type « probabiliste », qui utilise des distributions de

contamination comme «input» du modele en lieu et place des niveaux moyens de

contamination utilisés dans les approches « déterministes », est de plus en plus largement

utilisée afin de rendre compte de cette variabilité.

Cependant, la modélisation stochastique pose au moins trois séries de questions :

— Quel type de distributions - empiriques (non paramétriques) ou lois mathématiques
connues (paramétriques) - utiliser ?

— Comment rendre compte des valeurs inférieures aux limites de détection et supérieures
aux maxima observés dans la construction de ces distributions ?

— Quelle fenétre temporelle choisir pour le tirage des données de contamination relatives a
un méme panier de consommation ?

Le premier et le second point sont illustrés par la figure 3.

fa

Fréquence

Maximum
observé

Contamination (pg/kg)

Figure 3: Les distributions de contamination.
Non-paramétrique (histogramme) versus paramétrique (courbe); non-détectés: liés aux outils de mesure (a) et
maxima: liés au nombre limité de données (b).

Le dernier point, encore jamais abordé a notre connaissance dans la littérature et qui suppose
de disposer de données désagrégées de consommation au niveau individuel, correspond au
probléme suivant : sur les n jours de consommations consignés par un individu, faut-il tirer
une seule valeur de contamination par groupe d’aliments vecteurs (fenétre temporelle
« semaine »), une nouvelle valeur de contamination par jour de consommation de ce groupe
d’aliments (fenétre « jour »), ou une valeur différente a chaque fois qu’un acte de
consommation d’un aliment appartenant a ce groupe est rapporté par l’individu, donc
possiblement plusieurs fois par jour (fenétre « occasion») ? Cette question renvoie
nécessairement aux hypotheses relatives aux processus qui sont a 1’origine de la variabilité
des niveaux de contamination rencontrés par un méme individu au cours du temps.
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Nous abordons ces différents aspects en proposant une analyse de sensibilité par modélisation
de type Monte-Carlo. Nous mettons ainsi en évidence les effets relatifs du caractere
paramétrique ou non des distributions de contamination, et de la fenétre temporelle choisie
pour I’échantillonnage des valeurs de contamination sur la variabilité et 'incertitude des
parametres estimés caractérisant la distribution des expositions a I’OTA dans la population
frangaise. Cette premicre partie est rapportée sous la forme d’un article accepté le 24 avril

2005 pour publication dans la revue Food and Chemical Toxicology et paru dans le numéro
43(10), p1541-1555 (octobre 2005).

La variabilité des ingérés alimentaires (Partie 2)

A P’instar des niveaux de contamination présents dans un méme type d’aliment en fonction de
I’origine des matieres premicres, de leur stockage et de leur transformation, les quantités
d’aliments vecteurs ingérées par une personne varient au cours du temps (variabilité intra-
individuelle) et varient entre personnes (variabilité inter-individuelle) en fonction de facteurs
dont quelques-uns sont consignés au tableau 1.

Or la grandeur pertinente dans la plupart des études de surveillance ou analytiques est la
consommation « usuelle », « habituelle » ou encore « long-terme ». Il est donc primordial,
que I’application soit de type individuel ou populationnel, de séparer la variabilité journalicre
des ingérés, laquelle est schématisée a la figure 4 a propos des ingérés d’OTA dans la
population francaise, de la tendance sous-jacente et considérée comme relativement
constante : la consommation « usuelle ».

S’il est, a juste titre, d’usage de considérer que la moyenne d’un grand nombre de jours
d’enquéte constitue une estimation acceptable des ingérés habituels « vrais » (Willett 1998), il
est rare qu’un nombre important de jours soit disponible. Or I'utilisation d’un petit nombre de
jours de consommation peut non seulement conduire a une erreur de classification des
individus relativement les uns aux autres (figure 4) mais aussi, au niveau populationnel, a
surestimer les extrémes en raison de la mauvaise appréciation de la variance globale des
ingérés.

Cluartile 1
4 —Quartile 2
< — CQuartile 3
5 — Quartile 4
=
c 34
(=]
E —
g
[=]
2 5
(1]
| P
1 S it " =
. P N
- -H.__‘-._./_.- e
D T T T T T
Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendreadi Samedi Dimanche

Figure 4: Variabilité inter- et intra-individuelle des ingérés.
Exposition journaliere de 4 individus appartenant aux quatre quartiles
d’exposition a I’OTA dans la population frangaise.
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Le probleme de I’adéquation entre le nombre de jours d’enquéte alimentaire et les objectifs de
I’étude en termes de précision des estimations faites se pose donc aussi bien au niveau de
I’individu que de la population. Si cette question a été largement étudiée dans le cadre de
I’épidémiologie nutritionnelle, nous avons relevé une absence de transposition au domaine
des contaminants alimentaires en dépit de problématiques tout a fait semblables.

C’est pourquoi nous avons appliqué au cas de ’OTA, d’une part la méthode de réduction de
la variance initialement proposée par Nusser et al. (1996) puis simplifiée par Hoffmann et al.
(2002), et d’autre part les travaux de Nelson et al (1989), Beaton et al. (1979) et Willett
(1998) sur le calcul du nombre de jours nécessaires pour estimer des ingérés alimentaires
individuels avec une précision donnée.

Ces travaux sont présentés sous la forme d’une publication soumise le 9 mars dernier comme
second volet de ce travail méthodologique sur la modélisation de I’exposition alimentaire a
I’OTA. Apres révision cet article a été accepté pour la publication le 29 aofit 2005 par la revue
Food and Chemical Toxicology.
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PARTIE 1:
HANDLING OF CONTAMINATION VARIABILITY IN EXPOSURE ASSESSMENT:
A CASE STUDY WITH OCHRATOXIN A.

I INTRODUCTION AND OBJECTIVES

.1 Variability of contamination of foods over space and time

Variability in the contamination of food commodities with environmental or natural
substances may occur over space and time, depending on a range of factors including species
and varieties, agricultural or breeding practices, climatic conditions, season, calendar period,
storage, transportation, processing and home preparation. Food mycotoxins in general and
ochratoxin A (OTA) in particular do not break the rule. Ochratoxin A is a secondary
metabolite of fungi such as Penicillium verrucosum and Aspergillus ochraceus that occurs in
a number of food commodities like cereals, coffee, dried fruit, pulses and beans as well as in
animal products by transfer through contaminated feeds (Pittet A. 2001). OTA is nephrotoxic
in experimental studies and has been classified as a possible human carcinogen (group 2B of
the TARC classification) on the basis of its potent renal carcinogenicity in the male rat
(National Toxicology Program 1989); hence the concern as to whether foods dedicated to
human consumption are contaminated and how do the levels of exposure in populations
compare to the toxicological reference doses, even if no clear association with any human
renal disease could be evidenced yet (Bozic et al. 1995).

Mycotoxin contamination of foods and feeds highly depends on environmental conditions that
lead to mould growth and toxin production (Pittet A. 2001). Undoubtedly, the occurrence of
OTA is related to climate and especially, since the post-harvest formation is regarded as the
predominant factor in the contamination of foods and feeds, to harvest and post-harvest
storage conditions, as exemplified by van Egmond and Speijers (1994). The seasonal
variation of frequency of contamination was recently evidenced with products from the
French market for most mycotoxins of concern, including OTA (Leblanc J.-C. et al. 2005). It
is subsequently reasonable to assume that the observed variability in contamination incidence
and levels over space and time leads to dietary exposure levels that differ in terms of central
tendency, higher percentiles as well as dispersion parameters as a function of region, country,
season and year. Indeed, the use of OTA in human serum as an indicator for exposure tends to
display a significant variability in exposure levels between summer (higher levels) and
autumn (Palli et al. 1999) or winter (Peraica et al. 2001) as well as on a calendar-year basis
(Radic et al. 1997). This must nevertheless be balanced by the relative stability of levels
found in a 4-year study of OTA in plasma in Tokyo (Ueno et al. 1998). Of course, another
component of the variability in dietary exposure to OTA is the changing nature of food
consumption patterns within individuals over time, that is from day to day, season to season
and also between different life periods (age, marital/family status, illness, income). This
aspect will not be addressed herein.

.2 Handling of input variability through probabilistic exposure modelling

The use of biological indicators of exposure is still not the usual way of exposure assessment,
either for lack of validated markers, compliance difficulties and/or missing information as to
which dietary sources are the most important. Dietary exposures are instead more often
assessed through some level of modelling. A model is a mathematical construct by which
input data - here consumption and contamination data - are combined to estimate
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quantitatively the outcome under study - here the dietary exposure to a food contaminant.

In order to get a clear picture of what the distribution of exposures in a given population
might look like over time, it is important to include the potential variability of input data, and
particularly that of contamination levels, in the exposure modelling process. Single point or
deterministic modelling involves using a single ‘best guess’ estimate of each variable within
the model to determine the model’s outcome(s). In the case of contamination data, the ‘best-
guess’ typically consists of the average of all observed values - assuming this value represents
the long-term average of truly encountered contamination levels - or a high percentile or even
the Maximum Limit (ML) proposed by national or international food authorities, the last two
approaches being conservative. In the meanwhile, probabilistic modelling achieved through
Monte-Carlo Simulation (MCS) accounts for every possible value that each variable could
take and weighs each of them by its probability of occurrence. The structure of a probabilistic
model may be similar to a deterministic model with all the operators that link the variables
together, except that each variable is represented by a distribution function instead of a single
value (Lambe J. 2002). Therefore, it allows taking the variability of input data into account,
which provides far more realistic results than that produced by simple deterministic scenarios
(Vose D. 2000). Hence the great deal of interest raised by the probabilistic approach of dietary
exposure modelling for a decade or so, as exemplified by the international Monte Carlo
project (Gibney and van der Voet 2003).

|.3 Separating variability from uncertainty in output

Another important advantage of probabilistic modelling is that it allows separating and
quantifying the effects of variability and uncertainty of input(s) and model(s) on both
variability and uncertainty of the outcome(s) (Cullen A.C. and Frey H.C. 1999). In the
framework of this research, we define the variability of a quantity (described as a statistical
variable) as the true heterogeneity of this quantity within the population under study. This
‘diversity’ cannot be reduced through further measurement, but could be better characterized
with additional data. Uncertainty, on the other hand, refers to a ‘lack of knowledge’ about the
characteristics of the quantity, such as the parameters describing it - in other words, a certain
level of ignorance about the parameters that best describe the variable distribution. This
knowledge may be improved by further and refined measurements.

Figure 1 illustrates graphically that the variability of a variable — here ‘exposure’ - and the
uncertainty around estimates of its moments and other descriptive parameters, such as
percentiles, are defined as distributions.

85



Density

Exposure

Figure 1: Variability and uncertainty as distributions.
A: Variability. The PDF (full-line) represents the distribution of exposures in the population under study, with
parameters estimated through MCS (ex: estimated P70 and P99).
B: Uncertainty. The PDFs (dot-lines) represent the distributions of parameters of exposure (cf. A) constructed
from MCS (ex: distributions of P70 and P99).

|.4 Research objectives

The aim of the present paper is to quantify variability of exposure estimates (Figure 1,
A plane) and uncertainty of exposure distribution parameters (Figure 1, B planes) as a result
of the nature of input and model implemented to take contamination variability into account,
that is due to the propagation of model uncertainty. More precisely, we investigate the
influence of (1) the type of contamination distribution function developed from empirical
contamination data sets to be used as input in the model, as well as (2) the time-scale at which
contamination variability is supposed to occur, which pertains to the structure of the model,
and which we call ‘time-window’.

The question of whether to use parametric (P) or non-parametric (NP) approaches for
developing cumulative distribution functions (CDFs) as input in an exposure model has been
discussed by Vose (2000) in general and by Tressou et al. (2004) for OTA in particular, who
both recommended the use of non-parametric distributions which are more ‘realistic’
provided a sufficient number of quantified values are available.

As far as the time-window for sampling contamination data is concerned, we did not find any
results pertaining to its influence. Yet it seems reasonable to hypothesize that different foods
belonging to the same food group but eaten at different occasions within an individual’s diet
will show varying levels of contamination over time. Now, contamination variability may
arise at different time-scales, depending on those numerous factors cited above.

We choose the exposure of the French population to Ochratoxin A as a case study because:
(a) the variability of OTA occurrence in foods over time, both in terms of frequency and
absolute levels, has been evidenced (cf.I.1.) and (b) former assessments of exposure proved to
be very sensitive to model structure, leading to conflicting scenarios and conclusions about
the probability to exceed Provisional Tolerable Weekly Intake (PTWI) and its Tolerable Daily
Intake (TDI) counterpart (Gauchi and Leblanc 2002; Leblanc J.-C. et al. 2004; Leblanc J.-C.
et al. 2005; Tressou et al. 2004; Verger P. et al. 1999). Hence this example is of interest both
in terms of discussing methodological pitfalls pertaining to dietary exposure assessment in
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general and formulating recommendations directed to those involved in the analysis of the
health risk that can be attributed to dietary exposure to OTA in France.

I MATERIALS AND METHODS
Il.L1 Input data description

I1.1.1 Contamination data

We used ochratoxin A contamination data arising from national surveillance plans performed
in France from 1998 to 2002. Samples were not targeted but taken at different places in order
to be representative of raw commodities that compose what French people finally eat
(processed food). Ochratoxin A analyses were performed according to standard validated
methods based on solid-phase extraction followed by HPLC determination and eventually a
further confirmation step.

The set covers 13 food groups consisting of raw commodities (such as rice and wheat) and
processed products (breakfast cereals, wine). It comprises 2740 analytical values among
which 1624 non-detects (analytical values under the limit of detection) and 95 values lying
between the limit of detection (LOD) and the limit of quantification (LOQ).

Contamination data were divided into 13 food groups according to their description (raw
versus processed cereals, fruits, drinks) and subsequent comparison of means. When means
were statistically different, as for the ‘wheat’ and ‘whole wheat’ groups, we kept two separate
food categories. We otherwise merged data into a single group. Table 1 shows descriptive
statistics for the 13 groups.

Food group Mean SD Min Median Max ND(%) <LOQ(%) N

Wheat 0.44 0.68 0.10 0.35 6.30 39.7 17.9 224
Whole wheat 0.82 0.94 0.10 0.50 4.40 15.5 20.7 58
Semolina-bulghur ~ 0.15 0.12 0.10 0.10 0.67 81.8 15.2 66
Breakfast cereals 0.39 0.37 0.10 0.50 2.00 43.8 3.1 32
Corn 0.44 0.29 0.10 0.50 1.70 25.4 5.1 59
Rice 0.59 0.25 0.50 0.50 1.40 0.0 0.0 16
Other cereals 1.62 211 0.10 0.74 11.10 6.3 12.5 48
Raisins 0.68 1.17 0.10 0.15 4.30 7.7 46.2 13
Dried fruits 0.22 0.29 0.05 0.15 1.60 37.5 53.1 32
Fruit juices 0.05 0.05 0.01 0.06 0.15 37.5 0.0 16
Pork (kidney) 0.24 0.32 0.05 0.10 6.10 66.8 0.0 1011
Coffee 0.85 1.68 0.02 0.60 9.83 27.6 0.0 76
Wine 0.14 0.36 0.01 0.01 4.33 66.6 0.0 1089

Parameters are estimated after replacing values below LOD with LOD/2 and values lying between
LOD and LOQ with (LOD+LOQ)/2; SD: standard deviation; Min: minimum; Max: maximum; ND:
non-detects (values below LOD); <LOQ: % values lying between LOD and LOQ.

Table 1: Descriptive statistics of OTA contamination data set by food group (ug/kg)

[I.1.2 Consumption data

We used the French INCA (Enquéte Individuelle et Nationale sur les Consommations
Alimentaires, 1999) food consumption database. The original sample of 1985 healthy adults
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(aged 15 and over) is representative of the French population through stratification (region of
residence, agglomeration size) and use of the quota method (age, gender, household size,
individual occupation and socio-professional status) (Volatier J.-L. 2000). Subjects were
asked to complete a seven-day food record diary (consecutive days) as well as other
questionnaires on anthropometrical and socio-economical factors. Participants could estimate
portion sizes through comparison of their actual consumption with photographs compiled in a
manual adapted from the SuViMax picture booklet (Hercberg S. et al. 1994). Food records
were subsequently coded into 895 food items (INCA nomenclature).

We excluded people identified as under-reporters according to the ratio of energy intake to
estimated basal metabolic rate, as well as those for whom no individual body weight was
informed. We excluded people identified as severe under-reporters according to the ratio of
energy intake to estimated basal metabolic rate. Briefly, following Schofield (1985) and
Goldberg et al. (1991), identification of the individuals’ reporting status was based on
fundamental principles of energy physiology. Basal metabolic rate (BMR) was first estimated
using gender-age-weight specific equations computed by Schofield (1985). Dietary reporting
status was then assessed as suggested by Goldberg et al. (1991) by computing a ratio of
reported energy intake (EI) to estimated basal metabolic rate (BMR). Tabulated cut-off limits
for this EI/BMR ratio have been derived by Goldberg et al. (1991) from whole-body
calorimeter and doubly-labelled water measurements in a wide range of healthy adults.
Among our study sample, ratios falling below the 1.1 limit were recognized as being
incompatible with long-term maintenance of energy balance and therefore with long-term
survival.

The age-gender structure of the resulting 1434-subjects study sample is described in Table 2.

Age group
15-25 26-54 55-75 76+
Gender
Male 121 345 168 24
Female 145 432 174 25
Total 266 777 342 49

Table 2: Age-gender structure of the study sample (N=1434)

In order to combine consumption and contamination data, we complemented the French
RECIPE database (Calamassi-Tran 2004). This resulted in a table of 276 items (food
commodities) by 13 food groups, filled with conversion factors taking account of recipes
composition, retention as well as yield factors. Retention factors account for losses due to
heating or draining ore any other chemical or physical degradation of the toxin, such as losses
of OTA during coffee processing (roasting and grinding). Yield factors provide rough
estimates of cooking weight losses or gains, for instance loss of water when baking dough to
bread or gain of water when boiling pork during ham-making. The table was used to
transform the weight of prepared mixed dishes (food-as-consumed data as recorded in diaries,
that is food items coded from the INCA survey) into the weight of raw single foods
(ingredients, that is raw commodities for which contamination data were available from
national monitoring plans).

Table 3 shows descriptive statistics for the consumption of the 13 defined food groups among
individuals of the study sample (N=1434).
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Food group Mean SD P2.5 Median P95 P97.5 P99 Max %consumers*

Wheat 11271  67.85 18.95 102.83 228.79 279.54 33432 709.45 99.8
Whole wheat 2.19 9.63 0.00 0.00 13.80 28.34 53.23 110.40 9.8
Semolina, Bulghur ~ 18.10 16.39 0.00 14.32 49.07 60.00 81.76 120.71 87.8
Breakfast cereals 3.75 13.95 0.00 0.00 25.71 50.00 71.43 157.14 13.1
Corn 1.42 5.60 0.00 0.00 8.57 21.21 28.93 54.00 11.0

Rice 7.54 9.09 0.00 4.71 25.93 33.00 37.71 57.04 64.4
Other cereals 11.20 31.75 0.00 0.00 76.89 108.43 152.79  349.93 26.3
Raisins 0.23 1.17 0.00 0.00 1.37 2.06 3.43 35.71 14.9
Dried fruits 0.63 3.93 0.00 0.00 3.14 6.00 10.04 89.29 12.9
Fruit juices 56.30 97.52 0.00 0.00 238.57 304.29 42857 966.43 49.3
Pork 24.39 24.95 0.58 18.33 67.59 100.42 151.81 213.76 98.0
Coffee 9.93 10.57 0.00 7.07 30.00 36.29 47.91 98.43 80.5
Wine 116.79 178.93 0.00 38.57 485.71 600.00 828.57 1328.57 64.5

*An individual is considered as ‘consumer’ of a given food group as long as he/she reported having eaten one or more
food item(s) from that group at least once during the record period.

Table 3: Descriptive statistics of the consumption data set (g/day) by food group

II.2  Exposure modelling

[1.2.1  General exposure model

The general exposure model used to assess intakes from the diet can be written as follows
(equation (1)):

ZZQi,t,kXG,I,k
T3

Ei=

nixXbwi (1)

Where: i is an index for individual: i=(1,...,1434),
Ei is the usual intake of individual i (ng/kg body weight/day),
t is an index for time window to assess food consumption and contamination: weeks (W), days
(D) or single occasions (O) of consumption,
k is an index for food group: k=(1,...,13),
Qi,t,k is the consumption of food group k on occasion t by individual i (kg),
Ci,t,k is the contamination of food group k encountered on occasion t by individual i (uk/kg),
n; is the number of days of food records available for individual i,
and bw; is the body weight of individual 7 (kg).

[1.2.2 Probabilistic approach

Time-window for the fluctuation of contamination levels (W, D and O)

In the probabilistic approach, contamination is not regarded as constant as in a deterministic
scenario, but varies instead, from individual to individual, and from one occasion of
consumption to the other.

We hypothesized that the structure of the model regarding time-window for sampling
contamination values may significantly influence the outcome, both in terms of variability of
estimated intakes and uncertainty around statistical parameters describing them. The
probabilistic scheme that we implement in the present research allows us to test the influence
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of three alternative assumptions about the time-scale at which variability occurs, each
describing a different correlation structure for contamination levels among foods from the
same food group eaten by the same individual over time:

— The ‘“Week’ time-window (W) implies a 100% dependence of contamination levels within
food groups eaten during a week;

— The ‘Day’ time-window (D) suggests a 100% independence of contamination levels
within food groups on consecutive days but 100% dependence within the same day;

— The ‘Occasion’ time-window (O) assumes 100% independence of contamination levels
between food items within food groups. By ‘occasion’ we refer to a single eating event
corresponding to the consumption of a single food item.

We performed three independent simulations with three different time-windows. At each
iteration of a simulation, sampling of contamination values was done (refer to equation (1) for
legend):

— On a weekly basis (W): one value C;y is drawn per individual and per food group for the
whole study period, which can be written as follows (equation (2)):

iQi,kXCi,k

=
nixXbwi (2)

— On a daily basis (D): one value C;j; is drawn per individual and per food group on each
day of food consumption (equation (3)):

13 _ni

ZQi, ik XCijk

E= A
nixXbwi (3)

— On a single occasion basis (O): one value C;, is drawn per individual each time the food
group is reported to have been consumed by the participant (equation (4)), with a total
number of ox; occasions of consumption for food group k ‘within’ individual i:

13 Ok.i

ZZQI’,O,kXCi,o,k

Ei: k=1 o=1

nixbwi 4)

Distributions development for Monte-Carlo simulations

In the probabilistic exposure model, contamination levels (C;,x in equation (1)) are drawn
randomly from underlying cumulative distribution functions (CDFs) in a one-dimension
Monte-Carlo simulation. ‘Less-than’, that is to say values lying below LOD (limit of
detection), also called non-detects, or lying between LOD and LOQ (limit of quantification),
may be handled in several ways.
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Non-Parametric distributions (NP)

Empirical CDFs were derived from the 13 food vectors of raw contamination values, with

non-detects replaced with LoD/2

(LOQ+LOD)/2 1y hig case, ‘less-than’ are thus replaced by constant values.

Parametric distributions (P)

Assuming log-normality of the data, we fitted parametric probability density functions
(PDFs), taking account of left-censored (non-detects) as well as interval-censored data (values
lying between LOD and LOQ) through maximum likelihood estimation (MLE).

In this approach, parameters estimates are obtained by numerically maximizing the likelihood

function given by equation (5):

L(6) = Hz(e, x;)
i=1

Q)
f (9’ x,-) Uncensored
1(9, X; ) = F(e’ ‘xli) Left — censored

Where:

f(6,x) is the probability density function (PDF), here the lognormal PDF,
F(6,x) is the cumulative distribution function (CDF), here the lognormal CDF,

6 is the vector of parameters to be estimated,

(x4, ..., x,) are the random observations, including censoring values (here LOD and LOQ),
and (xy, x,;) is the interval in which the i"™ unit is interval-censored (here (LOD, LOQ)).

The vectors of lognormal estimated parameters (SAS® RELIABILITY procedure) are shown

in Table 4.

F(g, Xm-) - F(Q, )Ch-) Interval — censored

(o < x; S xy)

Food group Mean SD
Wheat -1.296  0.956
Whole wheat -0.638 0.933
Semolina, Bulghur -2.359  0.83
Breakfast cereals  -1.317  0.953
Corn -0.976  0.639

Rice -0.585 0.301
Other cereals -0.08 1.044
Raisins -1.779  1.77
Dried fruits -1.317  0.953
Fruit juices -3.534  0.99
Pork (kidney) -2127 119
Coffee -1.794  2.105
Wine -1.544  1.221

Table 4: Maximum Likelihood Estimates of Log-Normal
PDFs parameters for contamination data by food group

and values lying between LOD and LOQ replaced with
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Monte-Carlo simulations

Figure 2 illustrates the Monte-Carlo sampling design we adopted and the sequence of
operations implemented within an iteration. A typical iteration consisted in sampling
contamination values either on a weekly (W), daily (D) or occasion (O) basis, and combining
them with consumption data, according respectively to equations (2), (3) or (4), into estimates
of usual OTA intakes (E;). Each iteration hence resulted in a between-persons distribution of
1434 individual exposure estimates. Simulations were run on the SAS® System: we wrote ad
hoc SAS® macros - one for each ‘contamination CDF/time-window’ combination - in which
we called the RANNOR or RANTBL functions (Fan X. et al. 2002) to draw random values
respectively from lognormal (P) or empirical (NP) CDFs. We assumed 100% independence of
contamination levels between food groups.

Estimation of between-persons distribution parameters and 95%ClI

Figure 2 depicts the subsequent method used to derive single (synthetic) estimates of
distribution parameters across each simulation as well as their uncertainty (95% confidence
intervals — 95%CI). The simulation process is described as a ‘second-order Monte-Carlo
simulation’ since it characterizes both the variability of the output variable and the uncertainty
we have about what that true distribution of variability really is (Vose D. 2000).

; Mean SD P99
It‘:atl‘?n I ' | > 1.5 1.3 5.6 10 000
: ' : | ' : : iterations
i i E E E ! of random
s | 1 BB i
>3 ' ' ' ' ' sampling
; C
Atypical Q ik k| £t [E [ Mean | SD |..| P99
iteration { S S I 17 15 49 I_Exp_osu_re
o distribution
! ! 1 | | | parameters
E E | i i i estimated
| | ! ! ! ! at each
Iteration | : : ~ Mean SD . Pag iteration
Nr. 10 000 1.4 1.2 52
Median Median
[P2.5-FP97 5] [P25-F97 5]

Figure 2: Estimation of between-persons exposure distribution parameters and 95%CI

through second-order Monte-Carlo simulation. A typical simulation runs 10 000 iterations. At each
new iteration (horizontal white arrow), Ci,t,k are drawn randomly, either from lognormal (P) or from empirical
(NP) CDFs. Qi,t,k are constant through all iterations within a given simulation scenario. Each iteration gives one
set of estimates of between-persons distribution parameters (2-raw tables). Estimation of overall parameters (e.g.
synthetic estimates over 10 000 iterations, vertical black arrow) and their 95%CI is done by calculating the
median and percentiles 2.5 (P2.5) and 97.5 (P97.5) across 10 000 values for each distribution parameter (vertical
gray bars).
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[1.2.3 Estimation and plotting of exposure distributions

Estimating the density of exposure distributions involves approximating a hypothesized PDF
from the simulated data. We performed kernel density estimation (Silverman B.W. 1986), a
nonparametric technique for density estimation in which a known density function (the
kernel) is averaged across the observed data points within an interval & to create a smooth
approximation. We applied the SAS® KDE procedure that uses a Gaussian density as the
kernel, and plotted the resulting smoothed PDFs.

[l RESULTS
1.1 Variability of exposure estimates

[11.1.1 Non-parametric versus parametric CDFs

If we first look at the overall differences between non-parametric (NP) and parametric (P)
approaches used to develop contamination CDFs, we notice that, disregarding the time
window for sampling contamination values, parametric sampling leads to a global shift of the
distribution of exposures to the right (see Figure 3).

Our results also point out a greater variability (wider dispersion) of exposures within the P
than within the NP models. These effects are illustrated in table 5 by the fact that position
parameters estimates are systematically higher in P models, as shown with mean: 1.68 (NP)
versus 2.29 (P)ng OTA/kg b.w./day. Moreover, the higher the percentiles, the more
significant the climb. This is particularly remarkable with respect to P97.5: 4.62 (NP-O)
versus 7.11 (P-O) ng OTA/kg b.w./day. Dispersion parameters estimates (standard deviation:
SD, coefficient of variation: CV, inter-quartile range: IQR and range) are also systematically
greater, time-window being otherwise equal.

= SCF limit

0 7,‘( T T T \"“"--.‘-‘-\- T
0 1 2 3 4 5 6 7

OTA exposure (ng/kg b.w./day)

Figure 3: PDFs of dietary exposure to OTA: ‘Non-Parametric’ (NP-O) versus ‘Parametric’

(P-O) scenario. Example: ‘Occasion’ as time-window for sampling contamination data. Distributions are
estimated through MCS.
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Model Mean SD CV(%) IQR Range P5 Qi Median Q3 P95 P97.5

NP W 1.68 2.20 130.7 1.20 29.44 0.30 0.64 1.11 1.84 4.85 7.31
[1.58,1.80] [1.81,2.84] [113.3,162.4] [1.11,1.30] [18.64,64.52] [0.28,0.32] [0.61,0.68] [1.06,1.16] [1.75,1.94] [4.29,5.53] [6.17,8.86]
D 1.68 1.28 75.0 1.13 12.97 0.52 0.90 1.32 2.03 4.06 5.10

[1.64,1.73] [1.15,1.40] [69.9,81.9] [1.051.21] [9.05,20.92]  [0.50,0.55] [0.88,0.93] [1.29,1.36] [1.96,2.11] [3.80,4.36] [4.68,5.58]

o 1.68 1.11 65.8 1.08 10.78 0.57 0.97 1.39 2.06 3.77 4.62
[1.65,1.72] [1.04,1.20] [62.270.2) [1.02,1.15] [8.02,16.58]  [0.54,0.60] [0.95,1.00] [1.36,1.43] [1.99,2.12] [3.57,3.99] [4.30,4.98]

P W 2.28 3.43 150.3 1.76 59.65 0.34 0.77 1.37 2.53 6.80 9.79
[2.12,2.52] [2.59,7.77) [119.8,312.6] [1.62,1.91] [28.57,252.44] [0.32,0.37] [0.73,0.81] [1.30,1.43] [2.39,2.68] [6.11,7.66] [8.44,11.55]

D 2.29 2.08 90.7 1.74 26.58 0.56 1.06 1.70 2.80 5.87 7.55
[2.29,2.39] [1.80,3.24] [80.9,137.0] [1.63,1.85] [15.40,93.27] [0.53,0.60] [1.03,1.10] [1.64,1.75] [2.69,2.91] [5.46,6.34] [6.87,8.40]

o 2.29 1.85 80.7 1.72 20.56 0.61 113 1.75 2.85 5.68 7.11

[2.23,2.37] [1.67,2.59] [74.2,110.8] [1.63,1.83] [12.97,69.13] [0.58,0.64] [1.09,1.16] [1.70,1.80] [2.76,2.95] [5.34,6.05] [6.56,7.76]

Q1: first quartile (percentile 25); Q3: third quartile (percentile 75).

Table 5: Descriptive statistics of dietary exposure to OTA (ng/kg b.w./day) estimated
through six probabilistic scenarios and their [95%CI] (MCS)
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[1.1.2 ‘Week’ versus ‘Occasion’ as time-window

Turning our attention to the time-window used for sampling contamination values, we find
that, except for mean and IQR which, if not fully, almost levels off, both dispersion
parameters and higher percentiles estimates experience a considerable rise when comparing
‘Occasion’ with ‘Week’, ‘Day’ being intermediate (see Figure 4).
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Figure 4: PDFs of dietary exposure to OTA: ‘Week’ (NP-W) versus ‘Day’ (NP-D) versus
‘Occasion’ (NP-O) scenario. Example: ‘Non-Parametric’c PDFs for sampling contamination data.
Distributions are estimated through MCS.

This is particularly striking in the case of coefficient of variation (CV) that climbs, as shown
in Table 5, from 66 to 131% within the NP models and from 81 to 150% within the P models.
Correlatively, P97.5 expands from 4.62 to 7.31 and from 7.11 to 9.79 ng OTA/kg b.w./day
within NP and P models respectively. Thus the shorter the sampling time-frame (window), the
heavier the right tail of the distribution.

[Il.2  Uncertainty of parameters estimates

[11.2.1 Non-parametric versus parametric CDFs

Uncertainty of parameters estimates was characterized by constructing 95%CI across 10 000
iterations and plotting corresponding PDFs (Figures 5a-f). Our results (Table 5) show that
95%CI are systematically larger for P compared to NP models, time-window being otherwise
equal. Figures 5a (mean), 5b (CV) and 5¢ (P97.5) are particularly explicit with this respect. In
particular, [95%CI] (interval length) of P97.5 expands from [4.30;4.98] (0.68) within NP-O to
[6.56;7.76] (1.2) within P-O scenarios.

These results directly refer to the differential in extend of contamination variability accounted
for by the two types of models: parametric CDFs tend to show wider dispersion (as quoted
earlier), especially regarding higher percentiles, while non-parametric CDFs are right
truncated and usually have lighter right tails. This is also in line with results pertaining to
variability: the more variable the exposures, the more uncertain their estimates.
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Interestingly, we also found that lower percentiles estimates do not show any substantial
difference, neither regarding median values nor uncertainty surrounding it, when turning from

a NP to a P approach.
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Figures 5a-c: PDFs of parameters of dietary exposure to OTA.
Distributions are estimated through MC simulations. a: mean — b: CV — c: 97.5" percentile
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I11.2.2 ‘Week’ versus ‘Occasion’ as time-window

Our results point out a larger uncertainty around ‘Week’ than around ‘Occasion’ estimates of
distribution parameters, as shown clearly in Table 5 as well on Figures 5a (mean), 5c (P97.5)
and most dramatically on Figure 5b (CV). Noticeably, [95%IC] (interval length) of P97.5
expands from [4.30;4.98] (0.68) to [6.17;8.86] (2.69) and from [6.56;7.76] (1.2) to
[8.44;11.55] (3.11) ng OTA/kg b.w./day within NP and P models respectively. Again,
uncertainty of lower percentiles and even median is hardly affected by the time-window used
to sample contamination data.

This is line with our results about variability, as quoted earlier. ‘Aggregating’ consumption
data at the “Week’ level (averaging over seven days before sampling contamination data) also
reduces the size of the consumption data set compared to the non-aggregated option leaving
each ‘Occasion’ of consumption as declared. Hence fewer contamination values are sampled
within each iteration (8754 for ‘Week’ versus 60411 for ‘Occasion’), leading to a smaller
sample size which is known to increase uncertainty.

IV DISCUSSION

This research sought to assess the influence of contamination variability as well as uncertainty
in its handling on both the variability and the uncertainty of distributions of dietary exposures,
taking OTA as an example. We originally hypothesized that, in the framework of probabilistic
exposure modelling, the time window chosen to perform the sampling of contamination
values would considerably impact the output distribution of exposures. It has also been
suggested that the type of distribution chosen for contamination values was an important
factor to be considered.

IV.1  Parametric or non-parametric CDFs

As far as the influence of distribution development for sampling contamination values is
concerned, we found that the parametric (log-normal) approach of probabilistic modelling
shifted the overall distribution of exposures to the right, and generated both more variable and
more uncertain outputs than with the non-parametric distributions, especially as far as higher
percentiles are concerned.

These results are made possible by the fact that in the non-parametric approach, the maximum
contamination value that can be drawn within iterations is constrained by the highest
analytical value available in the set of observed data (the ‘Max’ quoted in Table 1). On the
other hand, the parametric approach allows that contamination values higher than the
maximum observed - drawn from the fitted log-normal PDFs - be sampled, depending to a
certain extent on the number of sampling iterations. Consequently, when high values are
drawn for food groups which contribution to exposure is high or if, by chance, several high
values of contamination are drawn at the same time for several food groups, then the resulting
distribution of exposures to OTA will prove to be both shifted to the right (higher mean and
right tail) and more variable (wider range and greater dispersion parameters). Another
difference between the two distribution development approaches is the handling of ‘less-
than’: ‘fully’ taken into account by the parametric adjustment, and only addressed through
replacement by a fixed value in the non-parametric approach, which may also strongly
influence higher exposures (Tressou et al. 2004).
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The question is then which explanation fits the best between under-estimation by the non-
parametric approach or over-estimation by the parametric one?

In case of small sample sizes, sampling error might have occurred, and real underlying range
of contamination variability may not have been fully taken into account for lack of
representativity and high proportion of ‘less-than’. A non-parametric approach would then
potentially lead to an under-estimation of exposures - both central tendency and high
percentiles - since, as pointed out earlier, no value higher than the maximum observed can be
drawn.

With respect to this, the parametric approach has two advantages over the non-parametric one.
Firstly, it allows trying and correcting for uncertainty due to censorship (left- and interval-)
through MLE. Secondly, it lets contamination values higher than the maximum observed be
sampled, possibly accounting for the fraction of variability not caught in the empirical data
set, provided that right tails are not badly over- or under-estimated (Tressou et al. 2004). The
drawback is also double: by assuming a specific shape for the distribution, here a Log-Normal
distribution which is frequently used to model positively skewed contaminant concentration
distributions (Singh A.K. et al. 1997), it introduces some level of uncertainty. Little is actually
known about the process underlying natural toxins production (secondary metabolism) and
accumulation within food. It might actually show quite different patterns from the ones
involved in environmental pollutants dissemination and accumulation along the food chain.

Moreover, the implementation of maximum likelihood techniques produces best-fit estimates
of parameters that are attracted where data are numerous so that extremes are not well
accounted for, either leading to over- or under-estimation of higher percentiles of
contamination. As an example, Carcamo and Ocio Armentia (2001) stated that, as far as
pesticide residues where concerned, when the amount of data is limited (less than a 100 or
s0), the lognormal distribution is a good option to introduce contamination data into dietary
exposure models. They nevertheless acknowledged that lognormal input format tends to over-
estimate upper percentiles, especially those above P97.5, and considered the possibility of
using a truncation of the right tail, yet concluding that further research was needed on how to
practice it. We actually believe that when the lack of data is compensated by a priori
assumptions (parametric distribution), this should be done with a more robust method for
addressing the fit in the right tail area. This of course introduces considerable conceptual
complexity in the exposure assessment framework.

Finally, the non-parametric approach has the advantage of conceptual simplicity, though its
computational implementation might not be that straightforward, and the avoidance of
assuming some distribution form. Moreover, statistical techniques pertaining to the handling
of ‘less-than’ in the development of non-parametric distributions are presently in progress, as
Tressou J. (2005) suggests with the Kaplan-Meier estimator. Tressou actually undertook a
sensitivity analysis pertaining to different approaches for dealing with non-detects in the non-
parametric analysis on the same case study (chronic exposure of the French population to
OTA). The cited paper (under revision) concludes that the proposed Kaplan-Meier procedure
outputs a distribution that lies between exposure distributions estimated from two different
approaches for handling non-detects (referred to by the author as M2 and M3): replacing them
with LOD/2 (M2) or zero (M3). This is observed even in the right tail, while it is not always
true for parametric procedures. Since exposures from the M3 distribution are by definition the
smaller, and given that censorship affects about 80% of the data, the true distribution of
exposure should be between the M2 and M3 distribution. These results and remarks altogether
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mean that the KM procedure is reliable, but also that M2 and more evidently M3 approaches
give acceptable estimates of true distribution of exposures in the case of OTA. Since we used
the M2 scenario in the non-parametric simulations, we believe our results are robust to the
handling of non-detects, even in the higher percentiles, though implementing the M3 and KM
procedures could be of evident value in a comparative perspective.

These remarks, added to our results showing greater uncertainty around exposure estimates in
the parametric approach, let us believe that parametric sampling should not be recommended,
unless sufficient data above the limit of detection are available and provided the chosen
parametric distribution makes sense to describe underlying process at stake for the production
and accumulation of toxins in food commodities. In accordance with our views, Vose (2000)
believes that the parametric distributions should only be selected if either: (1) the theory
underpinning the distribution applies to the particular problem, (2) it is generally accepted that
a particular distribution has proven to be accurate for modelling a specific variable without
actually having any theory to support the observation, or (3) the distribution approximately
fits the expert opinion being modeled and required level of accuracy is not very high.

As a conclusion, when a probabilistic approach with parametric distributions is adopted in
spite of empirical data scarcity, it should be kept in mind that the estimation of exposure
distributions will tend to be heavily over-estimated, as exemplified by the following
comparison of scenarios. The mean and percentile 97.5 of exposures actually reach 2.28 and
9.79 ng/kg b.w./day with the ‘P-W’ probabilistic model - which is often the implicit scenario -
while a deterministic model using individual consumption data (7 consecutive days of food
records) coupled with point estimates of contamination levels by food group (arithmetic
means replacing non-detects with zero or LOD/2, depending on the level of censoring and
following recommendations by GEMS/FOOD-Euro (1995)) would output respectively 1.68
and 3.85 ng/kg b.w./day for the same parameters (Counil E. et al. 2005b). Consequently, a
deterministic model might be preferable to a probabilistic one in case of high uncertainty on
input contamination data.

IV.2 Time window for contamination sampling in probabilistic modelling

Our results also clearly show that the time-window has a strong influence on the variability of
exposure estimates as well as on the uncertainty of distribution parameters as simulated
through the implementation of Monte-Carlo techniques. We actually found that the ‘Week’
scenario output more variable and more uncertain exposure distributions than the equivalent
‘Occasion’ one, especially as far as higher percentiles are concerned. Disregarding the
(non)parametric nature of the model, this tendency is dependent upon the fact that in the case
of a ‘Week’ model, a single value of contamination is drawn at each new iteration for a given
‘individual-food group’ combination (the C;; in equation (3)), this value being possibly,
though less probably, very high (or very low) and assumed constant within the calculation of
E;, allowing higher (or lower) E; estimates than would be found with mean contamination
levels (Cy). At the opposite, the ‘Occasion’ model implies that, at each new iteration, as many
contamination values are drawn for a given ‘individual-food group’ combination as the
number of times this individual reported single occasions of consumption for items from this
food group (the C;,x in equation (5)). In the later case, a high number of values of
contamination are drawn within the same individual at each iteration, and C;,; finally
fluctuate around the food group mean (Cy), leading to lower high percentiles estimates. This
explains why we find parameters estimates much alike those calculated through a
deterministic model (data not shown) when ‘inputting’ the same sample of individuals as for
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Monte-Carlo simulation.

To our knowledge, this is the first time this aspect of the exposure model structure is brought
to light. For instance, as for the literature related to other contaminants we browsed, Tressou
et al. (2004) implicitly used the ‘Week’ time-window to simulate exposure to OTA, sampling
consumption baskets calculated as the mean of seven days of food records. Yet, the
distinction between at least two different time-windows in the implementation of sampling
plans for contamination values is justified by and may be interpreted in the light of underlying
hypothesis about food supply, consumer choices (such as brand loyalty) or storage habits
among the group of consumers under study. Such questions as: Where do people buy their
food? How often? Are they faithful to specific food brands? Do these brands exhibit specific
patterns of contamination compared to other brands? Are raw commodities stored at home?
How long and under which conditions? All possibly relate to country-specific profiles of food
supply and consumer choices. As an example, the influence of introducing indicators of
market shares (the proportion between the level of consumption of a specific brand and that of
all brands of the same products in the studied population) and brand loyalty (the consumer’s
tendency to repeat the purchase of a brand) in the probabilistic modelling process was studied
by Arcella et al. (2003). Taking intense sweeteners as an example, they found that the
distribution of intakes in an Italian teenager population may be fairly different depending on
the hypothesis formed in relation to the availability of data for market share and brand loyalty,
especially as far as higher percentiles were concerned. Imposing a high level of brand loyalty
on subjects was a conservative assumption by increasing the probability of cases in which
high consumers always consume the same brands, including those with the higher
concentration of chemical substances. Although we did not have any quantitative information
either as to how OTA levels vary according to brand or about consumers’ choices and habits,
by considering different time windows for sampling contamination data we clearly referred to
the above-mentioned issues, and more broadly speaking to food market structure and
consumer behaviour.

Attempting an interpretation of the different time-windows explored in the present paper with
the afore mentioned prospect, we believe the 100% dependence between contamination
values within food groups, which is at stake in the ‘Week’ scenario, would imply that
individuals buy the same type of products (same general description and even same brand(s)),
possibly at the same retail location, and that these products show a low variability in their
toxin content within a given location - due to raw commodities origin, storage and/or
processing, including recipes and technological transformation — or within an individual diet —
due to home storage habits. This could best describe a rural-type economy, with time-
persisting geographical or individual differences in the safety of food supplied. There actually
tends to be few foods, especially processed foods, in the marketplace in most Third World
countries, although outside rural areas, there is a tendency to food diversification that comes
along urbanization. Alternatively, the stability of chemical levels in foods could correspond to
intentionally added substances that are part of the composition of processed foods and may
vary from brand to brand while remaining constant within a brand due to fixed recipes. Where
consumers are loyal to brands, this could reflect constant levels of the chemical encountered
with the ‘Week’ scenario.

On the other hand, assuming 100% independence between contamination values within food
groups, as considered in the ‘Occasion’ scenario, would suggest that people buy a lot of
different food products across and within food groups, which has to do with food diversity
(Thiele S. and Weiss C. 2000) and dietary variety (Drewnowski et al. 1997). Western
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countries are indeed characterized by a large degree of food or dietary heterogeneity, even
though there is relatively little nutrient variability. These products would furthermore be
supposed to experience a certain range of contamination levels, possibly depending on brand,
or within a brand depending on raw ingredients, storage, recipe and processing. As stated
above, the importance of food brands and market shares on the level of exposure to food
chemicals has been exemplified in the case of intense sweeteners for which the type and
quantity of chemical substance shows a wide variation from brand to brand (Arcella et al.
2003; Leclercq et al. 2003). Even if we do not know how much it could account for OTA
variability, and the effect is likely to be, in essence, far less significant than with some
additives, micronutrients or pesticides residues that are likely to be present in some brands
and not in others, it could be an interesting factor to investigate in further research about the
occurrence of OTA in foods. Related to this topic is that the wider the range of retail locations
the more varied the consumer choice about type of products and brands — which refers to food
purchase diversity (Jekanowski M.D. and Binkley J. 2000). A country where a wide variety of
food products are marketed by different brands and sold at a wide range of retail locations
would best describe a composite agri-food system within a liberal economy characterized by a
highly competitive food market and complex determinants of consumer choices.

The French food market and purchase characteristics can reasonably be considered of that
type (Chardon O. and Dumartin S. 1998; Eymard 1. 1999; Larmet G. 2002; Le Bihan G. and
Roques N. 2004). Thus, in addition to recommending non-parametric distributions for
contamination data, we further advocate the use of the ‘Occasion’ rather than the ‘Week’ time
window for sampling contamination values in the case of the assessment of dietary exposures
among the French population.

IV.3 Input data validity

IV.3.1 Consumption data

In the present study, we made two main assumptions about consumption data that we inputted
in the models. First, we assumed that the INCA sample of French adults (aged 15 and over) is
representative of the French adult population, which sounds reasonable since stratification and
the quota method were implemented. It is nevertheless important to bear in mind that 511
‘under-reporters’ out of 1985 originally included participants were excluded from our
analysis, which corresponds to a 25.7% ‘exclusion rate’. Indeed, a quick view at the
individual characteristics of this group showed a clear tendency among higher body mass
index (BMI) groups to under-report total energy intakes (data not shown), as previously stated
and evidenced (Lichtman et al. 1992). As long as total exposure is ‘corrected’ for body weight
on an individual basis, these individuals could potentially bias the estimates of exposure
distribution in the direction of under-estimation (lower food intakes due to under-report
divided by higher body weight). The relation between BMI and under-reporting has
nevertheless recently been re-evaluated in the light of other factors such as dietary restraint
and socio-economic status (Hill and Davies 2001; Lara et al. 2004), which was not tested
here. The exclusion of those subjects from our study sample could have introduced some level
of bias in the sample composition, depending on the most under-reported foods and their
implication as OTA vectors. Moreover, energy under-reporting did not influence estimate of
food additive intakes at upper percentiles in a previous study (Lambe J. et al. 2001),
questioning the relevance of excluding energy under-reporters from exposure assessment
studies on a systematic basis. Please note that the method used allows the identification of
major energy under-reporters but not of all of energy under-reporters. Moreover,
identification of food specific under-reporting is not feasible in large epidemiological studies.
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Secondly, we assumed that the available number of days of food records (e.g. seven) was
representative of a longer period (e.g. several months), which would allow us to characterize
within-individual variability of food intakes so that the between-individuals variability is not
obscured. This is an important issue as a short survey duration usually leads to an over-
estimate of the prevalence of low and high intakes as well as a low precision in means
estimates (Beaton et al. 1979). We made this assumption on the basis of calculations at the
population level which showed that a seven-day period accounts properly for between-
persons variance in OTA intakes, since it allows correcting for the effect of within-person
variance (Counil E. et al. 2005b).

IV.3.2 Contamination data

As far as contamination is concerned, representative data of adequate quality are required to
secure the validity of the outputs of the stochastic approaches., We assumed that the samples
of foods analyzed for OTA were representative of the food groups to which they belong, that
is sampling error is low, which we could not check in any way, since contamination data were
provided by the Ministry of Agriculture and the Ministry of Economy and Finances with little
more additional information than limit of detection and quantification. Although analytical
error cannot be ruled out, the sampling step usually is the largest source of error along the test
procedure steps, due to the extreme mycotoxin distribution among kernels in the lot, as
proved for aflatoxins in peanuts (Whitaker 2003). Another issue of potential significance
stems from the analysis of composite samples, the mean contamination of which is taken as
an integrative value over several units. For some food commodities, the consumer eats only a
small number of units per day compared with those of the composite sample, which may
influence the output of probabilistic models as evidenced for pesticide residue concentrations
(Cércamo J. and Ocio Armentia J.A 2001). However, this situation is more likely to occur
with pesticides in fruits and vegetables that clearly experience a unit-to-unit variability than
with OTA occurring in rather homogenous cereal-based products. Moreover, the problem is
of relevance only when acute exposure assessment is considered, that is not our intention.
Given that statistical modelling does not put up well with scarce and invalid data, efforts
should be constantly implemented to improve the overall quality of input contamination data
(relevant, representative, precise and accurate) unless some level of ‘expert judgment’ is
introduced in the process, for instance through a Bayesian approach (Carlin et al. 2000;
Jensen J. 1996; Spiegelhalter D.J. et al. 1993).

IV.4  Model validity

None of the alternative models we proposed, which all have a similar basic structure but
different input distributions and time-window for sampling, could be validated per se. The
validation of a model actually requires the availability of a ‘gold-standard’ measurement
estimating ‘true’ intakes, such as a duplicate-diet study (Gibney and van der Voet 2003), or
the implementation of more sophisticated statistical approaches such as the triads method that
compares three types of measurements, one of which has random errors independent from the
two others (Ferrari et al. 2000; Kaaks et al. 2002). The ‘validity criteria’ we use to select the
NP-O model as best-fitting the French situation is thus essentially qualitative and relies, as far
as the time-window is concerned, on strong assumptions as to how variable are the levels of
contamination encountered in our sample of adult individuals (see sections 4.1 and 4.2).
Although we acknowledge that a worst-case-scenario allows obtaining conservative intake
distributions, as the P-W and NP-W scenarios may be looked upon, our primary objective was
to draw attention on more ‘realistic’ means of modelling exposure to OTA in the French
population, especially as far as higher percentiles are concerned.
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IV.5 Comparing output distributions to tolerable daily intakes

Comparing our results to absolute levels of OTA exposure simulated in other studies is made
difficult by the sensitivity of the output to the underlying model assumptions. Apart from the
distributional and time-window scenarios we mentioned earlier, one of the main differences
we noticed while trying to relate our results to previously published data is that, even when
raw consumption and contamination data sets are, if not the same, highly comparable, the
distribution of exposures vary dramatically depending on the effort put into converting foods
‘as consumed’, for which individual information about quantities is recorded, into foods at the
‘raw edible level’, which usually corresponds to the level at which contamination data are
available. The situations observed in published literature varied from the use of no recipes at
all (Tressou et al. 2004) - which tends to over-estimate exposures -, to simple percentages of
dry matter for cereal-based products (Verger P. et al. 1999) - which tends to under-estimate
exposures -, and complex recipes - which tries to approach as accurately as possible the true
composition of the diet (present results). The later effort inevitably encounters similar
problems as those described for the development of food composition databases (Greenfield
H. and Southgate D.A.T. 1992; Ireland et al. 2002). Systematic and random errors in food
composition databases may bias (non-)nutrients intake estimation and make them
incomparable at international level, altogether leading to wrong public health measurements
and conclusions, as for the comparison of exposures to tolerable daily intakes (TDI) or the
relation between diet and disease. Recipes and conversion factors development should thus be
an important task in the effort to improve the assessment of exposures to food chemicals.

The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA 2001), basing its
recommendations on the nephrotoxicity of OTA, proposed a Provisional Tolerable Weekly
Intake (PTWI) of 100 ng/kg b.w./week, approximated by a TDI of 14 ng/kg b.w./day.
Choosing the NP-O scenario as best fitting the French situation, our results show a null
probability of exceeding this TDI in the French population. In the meantime, the Scientific
Committee on Food of the European Commission recommended (Scientific Committee on
Food 1998) to reduce OTA exposure below 5 ng/kg b.w./day following the Working Group of
the Nordic Council of Ministers that based its opinion on carcinogenicity data (Olsen M. et al.
1991). In that prospect, our results with the NP-O model indicate a probability of exceeding
TDI amounting to one in a hundred or so. If we had looked at another scenario, we would
have found a (much) higher percentage of individuals susceptible to exceed TDI, illustrating
how cautious the choice of a model and interpretation of its outcomes in terms of risk
characterization should be.

V  CONCLUSIONS

Our results suggest that the time-window strongly acts upon the estimate of exposure
variability, especially as far as higher percentiles are concerned, the ‘Week’ models leading to
more variable (wider-spread) and more positively skewed exposure distributions compared to
the ‘Occasion’ models. Considering the relative scales of uncertainty reported here as shown
by the range of parameters values (95%CI), our results support the conclusion that uncertainty
is more dependant on time window used for sampling contamination values (which deals with
model structure) than on the (non-)parametric nature of contamination CDFs (that deals with
input variability and the uncertainty surrounding it).

In the framework of exposure assessment of the French population to food contaminants, we
recommend the use of the non-parametric model coupled with the ‘Occasion’ time-window
for sampling contamination values within a probabilistic modelling scheme, at least whenever
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disaggregated consumption data are available. We further advocate running a range of
scenarios (NP-W, P-W, NP-O, P-O) so as to give a broader picture of how exposure may vary
according to different underlying assumptions about consumer behaviour, food market
specificities and factors responsible for the fluctuation of contamination levels. Nevertheless,
in case of extremely scarce data — that is high uncertainty around contamination data — we
would recommend the use of deterministic rather than probabilistic model that tend to over-
estimate exposures, especially when implemented with parametric distributions as input.
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PARTIE 2:
FITNESS-FOR-PURPOSE OF DIETARY SURVEY DURATION:
A CASE-STUDY WITH THE ASSESSMENT OF EXPOSURE TO OCHRATOXIN A.

I INTRODUCTION AND OBJECTIVES

.1 Survey duration as fitting study goals

Many studies have demonstrated that the duration of food consumption survey may have a
marked effect on estimates of nutrient intakes. This is a result of the high degree of within-
person variability, and primarily on a day-to-day basis, which exists in food intakes in both
individuals and groups (Basiotis et al. 1987; Beaton et al. 1979; Freudenheim et al. 1987; Liu
et al. 1978; Nelson et al. 1989; Sempos et al. 1985).

The effects of short survey duration include: (1) low precision in estimates of usual intakes -
the centre of the between-person intakes distribution is less-precisely pin-pointed; (2) over-
estimation of the prevalence and absolute levels of low and high intakes - the extremes are
pushed out further from the center of the true between-person distribution of habitual intakes;
(3) misclassification of individuals according to their relative usual intakes; and (4) low
accuracy of individual usual intakes estimates (Gay 2000; Willett W. 1998).

The appropriate duration of a survey can only be appreciated on the basis of the purpose for
collecting food consumption data. Obviously, the first and second impacts - (1) and (2) - have
to do with the assessment of intakes at the group level, as for nutritional surveillance aiming
at formulating public health recommendations at the population level through comparison to
Recommended Dietary Allowances (RDA). The third aspect (3) is one of ranking individuals
enrolled in an epidemiology study into groups of intakes - either third, quartiles or other
quantiles -, as is often done in case-control studies. And the last situation (4) deals with the
quantitative assessment of an individual’s true intake, either for medical advice purpose - as
with dietician consulting -, or in the framework of a prospective cohort study on the
association between some nutrient intakes and a particular health outcome, or else in a cross-
sectional study aiming at relating individual intakes to individual biological parameters such
as biomarkers of adverse or beneficial effects. In all of these frameworks, either population-
or individual-focused, nutritionists aim at measuring something called ‘usual’ daily intake,
that we define as ‘long-run daily average’, where ‘long-run’ is effectively a year.

.2 Lack of transposition from nutrient to non-nutrient intakes

The afore mentioned issues have been extensively studied in the field of nutritional
epidemiology. A wide range of results were published about nutrients (Grunwald et al. 2003;
Palaniappan et al. 2003; Willett W. 1998) and more recently, about foods (Carriquiry 2003;
Lambe et al. 2000). Yet, it is striking that the question was rarely - if ever - addressed in the
case of non-nutrients such as food chemicals, although those exposures occur through the diet
and are usually estimated from the same food consumption surveys as those dedicated to
nutritional purposes. Of course, the question of ‘optimal’ survey duration as a function of
study goals is relevant both for nutrients and other dietary exposures, such as food additives,
pesticides residues, environmental contaminants, packaging-material migrants or mycotoxins.
The present study thus aims at introducing those involved in food chemicals exposure
assessment to (or reminding them of) relatively simple and well established methods
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borrowed from the field of nutrient intakes assessment. This work is focused on the
estimation of relevant number of days of food records as a function of the research purpose,
which we call ‘fitness-for-purpose’ following Lambe J. (2002).

We choose the food mycotoxin ochratoxin A (OTA) as an example in order to complement
recent methodological works on the influence of input variability (contamination data) and
model structure (time-window for its handling in a probabilistic modelling scheme) on
exposure estimates (Counil E. et al. 2005a).

Briefly, OTA is a secondary metabolite of fungi such as Penicillium verrucosum and
Aspergillus ochraceus that occurs in a number of food commodities like cereals, coffee, dried
fruit, pulses and beans as well as in animal products by transfer through contaminated feeds
(Pittet A. 2001). OTA is nephrotoxic in experimental studies and has been classified as a
possible human carcinogen (group 2B of the IARC classification) on the basis of its potent
renal carcinogenicity in the male rat (National Toxicology Program 1989). Hence the concern
it raises in the food safety arena, even though no clear association with any human renal
disease could be evidenced yet (Bozic et al. 1995).

I MATERIALS AND METHODS
Il.L1 Input data description

[I.1.1  Contamination data
Please refer to part 1 paragraph I1.1.1 and table 1 for a description of contamination data.

[I.1.2 Consumption data

Please refer to part 1 paragraph II.1.2, tables 2 and 3 for a description of consumption data.
Please note that subjects with less than 7 days of food records were further excluded for the

analysis comparing the use of 1, 3 and 7 days of food records, resulting in a sub-sample of
1416 individuals.

II.2  Exposure modelling

[1.2.1  General exposure model

The general exposure model used to assess intakes from the diet can be considered as
consumption X concentration = dietary exposure. Please refer to equation (1) (part 1
paragraph 11.2.1).

[1.2.2 Deterministic exposure model

The deterministic approach is characterized by the assumption that contamination levels
experienced by all individuals are constant within a food group and during the study period.
The ‘point-estimate’ for this fixed value of chemical concentration usually is the mean
contamination level Cy observed within food group k. It is a surrogate for the real (unknown)
long-term average contamination level that every individual of the study sample encounters
daily through the consumption of food items belonging to this food group. On the other hand,
we used the extensive consumption data set, taking into account the variability that exists in
food consumption patterns. The deterministic model can be written as follows (equation (1)):
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:_ZJ 12 ljk - Z =1 i.j
(1)

With the same legend as equation 1 except that Cy is the average contamination of food group
k (uk/kg). E;jis the exposure of individual i on day j.

To estimate mean contamination levels (Cy) from data sets with variable proportions of values
below the limit of detection (LOD), we followed WHO recommendations established in the
framework of GEMS/FOOD-Euro (1995). The proposed surrogate values to be used in place
of non-detects are according to their prevalence:

— < 60% non-detects: use Lob/ 2;
— > 60% non-detects: use zero and LOD in two separate estimations of the mean.

d LoD/2: deterministic model (D.Z.), where non-detects

d LOD/2

We chose to implement a ‘Zero an

were replaced with zero for food groups with more than 60% non-detects an for
others. By analogy, values lying between LOD and LOQ (limit of quantification) were

replaced with (LOQ+LOD)/2 .

[1.2.3 Data transformation, variance decomposition and variance reduction

Nusser et al. (1996) proposed a statistical method to estimate usual intake distributions by
short-term measurements (repeated recalls) allowing to reduce the variance of individual
means by eliminating the intra-individual variance component. Hoffmann et al. (2002)
subsequently considered a simplified Nusser method (S-Nusser) in which the computational
effort is trimmed. The S-Nusser method we implemented was extensively described by
Hoffmann et al. (2002). It basically consists of four steps:

1. Transformation: the short-term measurements X;; (E; in equation (1)), where i denotes
the individual and j the day of food record, are transformed to approximate a Gaussian
distribution. We used the D.Z. model (equation (6)) to estimate the distribution of
OTA intakes, and then transformed the exposure data through two-parameter Box-Cox
transformation (Box G.E.P. and Cox D.R. 1964). In short, the transformation function
[ takes the form shown in equation (2):

(E+®) -z if %0

E)=f, (E)=
HE)=frn(E) { In(E + ) if 7=0

2)

Where E is the exposure under study,
7 is the power parameter,
w is a scale parameter ensuring that the back-transformed intakes have the same central
tendency as the original data.

The parameter values for T and o are determined by maximizing the Shapiro-Wilk
statistic, the most applied statistic to test the hypothesis of an underlying normal
distribution. We called a SAS® Macro provided by Hoffmann and colleagues
(Hoffmann et al. 2002) to assess parameters values.
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2. Variance decomposition: the total variance is split into between-individuals (S” ) and

within-individual (%) variance components through ANOVA. Generally, the data
transformation not only renders the inter-individual distribution approximately
normal, but also stabilizes the intra-individual variance (Box G.E.P. and Cox D.R.
1964). Thus, the two model assumptions of the classical measurement model, normal
distribution and equal intra-individual variances, should be approximately fulfilled in
the transformed scale. We used transformed OTA intakes distribution as input and
implemented a mixed model that adjusted for gender as a fixed effect (SAS®
VARCOMP procedure).

A

3. Variance reduction: the usual intake of the i individual in the normal scale (Ti) is
estimated by equation (3) that corrects for the within-person variance component:

(,)2?_&
A k — p—
i:T[Xi. X..]+X..
X 3)

A2
Where ~ X is the empirical variance of the intake under study,
2
£

is the error variance estimated by within-individual variance component Se ,
k is the number of days of food record available per person,

X; is the mean intake of individual 7 over k days of food record,

X. is the grand mean.

4. Back-transformation: individual intakes Ti are back-transformed to the original scale,
taking account of a measurement error term ¢ that includes day-to-day variations as
well as random measurement error; € is normally distributed, with zero mean and

2
variance %¢ (see Hoffmann et al. (2002) for mathematical developments) estimated by
S?

[1.2.4 Estimation of number of days as a function of desired correlation or precision

When the aim of a study is to rank individuals according to their intakes, that is to correctly
classify subjects into groups of exposure, then the number of days required can be calculated
as a function of the desired level of correlation () between observed and true intakes
(equation (4), (Nelson et al. 1989)):

n= r22 }(S_%
|:(1_i") Sb (4)
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Where n is the number of days needed per person,
r is the unobservable correlation between observed and true mean intakes,

2. i . .
S#% is the within-person variance for the intake under study,

2
) is the between-persons variance for the intake under study.

The correlation coefficient r expresses the accuracy of ranking and can be interpreted in terms
of the proportion of subjects correctly classified in the top or bottom segments of the
distribution of intakes (Nelson et al. 1989).

Now, if the aim is to estimate an individual’s true usual intake, the number of days needed to
get a specified degree of precision or relative error A(%) can be calculated following a
formula proposed by Beaton and colleagues (1979) and rearranged by Willett (1998)
(equation (5)):

2
nz[zaxCVW}

A (5)

Where: n is the number of days needed per person,
Z, is the normal deviate for the percentage of times (1-a) the measured value should be within
A% of the true (unknown) value; here 0=0.05 and Z,=1.96,
CV,, is the within-person coefficient of variation for the intake under study,
A is the targeted level of relative error (%).

In this framework and following Basiotis et al (1987), a ‘precise’ estimate is defined as a
n-day average of intakes being within A% of the ‘true’ average intake of the individual 95%
of the time.

As a matter of confirmation of the wvalidity of our method, we also applied data
transformation, variance decomposition and estimation of relevant number of days to
nutrients for which an extensive literature has been published. Energy, protein, carbohydrates,
lipid, vitamin C, vitamin E, beta-carotene and calcium intakes were assessed from the INCA
survey consumption data set described above.

[1.2.5 Probabilistic approach

Probabilistic exposure model

In the probabilistic approach, contamination is not regarded as constant and average as in the
deterministic scenario, but varies instead, from individual to individual, and from one
occasion of consumption to the other, following previous work on the handling of
contamination variability. The model still can be described as in equation (1), with C;x
sampled according to the ‘Occasion’ time-window from non-parametric cumulative
distribution functions (CDFs). Details pertaining to the probabilistic exposure model
depending on time-window, the development of non-parametric distributions of
contamination by food group as well as the principle of Monte-Carlo simulations have been
fully described in a previous paper (Counil E. et al. 2005a).
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Simulation of contamination variability with three and seven days of food records

We estimated individual exposure distributions through first-order Monte-Carlo simulation
(MCS). A simulation runs 10 000 iterations. At each new iteration, C;,; are drawn randomly
from empirical (non-parametric model) cumulative distribution functions. Q;,; are constant
through the simulation. Each iteration give one estimate of mean exposure E; for each
individual in the sample. An estimate of the mean of individual exposure is then derived from
the 10 000 exposure values simulated for each individual.

We ran the simulation with two different consumption data sets: one with seven days of food
records, the other with only three non-consecutive days, comprising two week-days and one
week-end day, drawn at random from the seven days available for each individual. This was
done in order to characterize the influence of survey duration on the classification of persons
into quartiles of exposure.

Agreement between classifications of individuals into quartiles of exposure

In order to assess the agreement between classifications of individuals into quartiles of
exposure to OTA based on Monte-Carlo simulation performed either with three or seven days
of food records, we calculated weighted kappa coefficients (Cohen J. 1968; Fleiss J.L. 1981).
Weighted kappa coefficients allow for differential weighting of disagreement in ordered
categories and thus are preferable to simple kappa (Cohen J. 1960) that distinguishes only
between agreement and disagreement cases. We also computed a measure of correlation
between these two ‘raters’ through the polychoric correlation coefficient, which is just a
special case of latent trait models when there are only two ‘raters’ (Drasgow F. 1988). Those
measures of agreement and correlation were estimated through the SAS® FREQ procedure.

[l RESULTS
[Il.1  Distribution of exposures to Ochratoxin A in the general population

[l1.1.1 1, 3 and 7 days of food records

Table 1 describes exposure distributions estimated through 1, 3 or 7 days of food records
using the D.Z. model (equation (1)). Comparing those three scenarios, we notice that central
tendency is hardly affected, which is in line with results published in nutritional epidemiology
(Freudenheim et al. 1987), whilst dispersion parameters, both absolute and relative, clearly
decrease when the number of days increases from 1 to 7. Indeed, standard deviation (S.D.)
and coefficient of variation (C.V.) respectively decline from 1.17 to 0.90 ng OTA/kg b.w./day
and from 72.1 to 53.2% when using 7 instead of 1 day of food records, while the inter-quartile
range (I.Q.R.) lowers from 1.16 to 0.97. In the meanwhile, the right tail of the distribution is
heavier with 1 than with 7 days, as shown by high percentiles (P97.5 falling from 4.76 down
to 3.85 ng OTA/kg b.w./day) and asymmetry (skewness falling from 2.4 down to 2.1). And
lower percentiles (P5 and P25) increase with the number of repetitions.
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Number of days Mean SD CV(%) IQR Range P5 P25 Median P75 P95 P97.5 %2TDI

1 day 1.62 1.17 721 1.17 10.08 0.43 0.86 1.34 2.02 388 476 1.77

3 days* 1.70  0.96 56.7 1.05 10.00 0.63 1.06 1.48 211 357 412 1.13
7 days 1.69  0.90 53.2 0.97 9.21 0.66 1.08 1.48 2.06 344 385 1.06
S-Nusser™* 1.69 0.86 50.8 0.91 8.84 0.70 1.12 1.51 2.03 3.28 3.74 0.01

* Combination of two non-consecutive week days and one week-end day; **Reduction of variance applied to individual means
calculated from 7 days of food records; CV: coefficient of variation (%); IQR: inter-quartile range; %=TDI: proportion of the
population experiencing exposure levels larger than or equal to the SCF recommended level for OTA called tolerable daily
intake (TDI) and fixed at 5 ng/kg b.w./day.

Table 1: Distribution of dietary exposure to OTA (ng/kg b.w./day) estimated with 1, 3 and 7
days of food records and through variance reduction.

These results emphasize that, as expected, the more days of food records used in the
deterministic approach, the more precisely the center of the distribution is pin-pointed and the
less the extremes are pushed out further from the center of the true between-person
distribution of intakes. Extending the duration of the survey is actually known to average out
the effects of within-person variation in nutrient intakes (Gay 2000), which holds true for
non-nutrients. This is done by ensuring a reduction in the ratio of within to between-variance
components, that is to say an increase in the relative amount of signal (between-individuals
variability) to noise (within-person variability, including day-to-day variation and
measurement error). On the other hand, a mean of one day intakes by individuals in a group
can be an unbiased estimate of the group’s usual mean intake provided that those single days
are a good representation of all days of the week and season of the year (Guenther et al.
1997). Noticeably, using 3 days of food records seems to bring similar benefits as the 7 days
scenario, thus at lower cost and constraint.

[11.1.2 Correction of individual mean exposures for within-person variance

Results of the variance reduction operated through the S-Nusser method are shown in table 1.
Formally, the distribution can be considered as an estimate of the sample distribution of 365-
day means (Hoffmann et al. 2002) that we call ‘usual daily intake’. As expected, we observe a
further decline in standard deviation and coefficient of variation whilst lower percentiles (P5
and P25) increase and upper percentiles (P75, P95, P97.5 and P99) decrease, as compared to
any number of food records. Arithmetic means remain almost constant over the different data
sets. In the meanwhile, the proportion of people experiencing exposure levels higher than or
equal to 5 ng OTA/kg b.w./day - the Tolerable Daily Intake (TDI) recommended by Scientific
Committee for Food (SCF, 1998) - drop from 1.77% to less than 1% when switching from 1-
day to S-Nusser method. Similar stability in arithmetic mean, decrease in higher percentiles
and changes in proportions of the population meeting recommended intake levels were
observed for fat (Guenther et al. 1997; Hoffmann et al. 2002), folate and vitamin A (Guenther
et al. 1997) as well as vegetable (Hoffmann et al. 2002) when implementing comparable
variance reduction approaches for the estimation of usual intakes from short-term
measurements. It is here important to note that these approaches do not estimate usual dietary
intake distributions for specific individuals.
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lIl.2  Classification of individuals into quantiles of exposure

[11.2.1 Number of days to get a r correlation between observed and true OTA intakes

The S#/57 ratio ranges from 0.84 for the male group to 1.01 for the female group, the whole
population averaging at 0.93. Results of number of days calculated from equation (4) are
presented in table 2. With a 7-day food diary, a 0.94 correlation is expected between observed
and true OTA intakes, which is quite acceptable.

Correlation (r) Whole population Male Female

0.70 1 2 1
0.80 2 3 2
0.85 3 4 3
0.90 5 6 5
0.95 9 11 10
0.99 46 59 49

Table 2: Number of days of food record needed to obtain a specified level of correlation (r)
between observed and true OTA intakes

Results pertaining to nutrients intakes are quoted in table 3. The orders of magnitude of
within- to between-persons variance ratio and estimated number of days of food records to
achieve accuracy and precision are in line with published papers (Basiotis et al. 1987; Beaton
et al. 1979; Nelson et al. 1989; Sempos et al. 1985; Willet 1998; (Mennen et al. 2002);
Palaniappan et al. 2003).

Nutrient Sw>  Sp2 Suw¥Sy. CVu(%) 10%(d) 20%(d) 0.80(d) 0.90(r)

Energy 0.050 0.026 1.91 2.84 1 1 4 9
Protein 0.070 0.028 2.51 5.64 2 1 5 11
Carbohydrates 0.048 0.042 1.15 3.84 1 1 3 5
Lipid 0.077 0.028 2.79 5.87 2 1 5 12
Vitamin C 2.927 1.846 1.59 27.2 29 8 3 7
Vitamin E 0.213 0.068 3.13 23.7 22 6 6 14
Beta-carotene 1.069 0.277 3.86 14.1 8 2 7 17
Calcium 0.313 0.217 1.44 5.53 2 1 3 7

S.7: within-person variance component; S,°: between-persons variance component;
S.2/Sy%: variance ratio; CV,,: intra-individual coefficient of variation; 70%(d): number of
days needed to achieve a relative level of error of 10% in the estimation of individual
intakes; 0.80(d): number of days needed to get a 0.80 correlation coefficient between
observed and true mean intakes.

Table 3: Variance components and number of days of food record needed
for specific nutrients.
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[11.2.2 Exposure classification with three or seven days in a MCS design

Comparing the classification of individuals into quartiles of exposure to OTA based on
Monte-Carlo simulation with either 3 or 7 days of food records, we find that 68.8% of persons
are ranked in the same quartile of exposure while 29.7% are classified in an adjacent quartile
of exposure, equally shared between higher and lower exposure groups. This corresponds to a
0.92 polychoric correlation coefficient, a 0.58 simple kappa coefficient, and a 0.74 weighted
kappa coefficient between the two classification systems. According to Krippendorff (1980),
this allows tentative conclusions about the ‘quality’ of agreement while following Rietveld
and van Hout (1993) criteria it would represent ‘substantial’ agreement.

This is in accordance with results from Karkeck (1987) who showed that at least three 24h
recalls were required to classify 80% of the population into tertiles of nutrient intake.

1.3 Assessment of individual intakes

We find a greater intra-individual coefficient of variation in the female gender group
(CV,,=79.5%) than in the male group (CV,=59.8%), the whole population CV,, adjusted for
gender being intermediate (CV,,=69.2%). Our results show that the number of days needed to
estimate a person’s true OTA intake clearly rockets exponentially while targeting sharper
precision, reaching a peak at 18 375 days to achieve a 1% level of precision. More
realistically, table 4 quotes some landmarks calculated from equation (5). Noticeably, given
the 7 days we have in hand, we could not, at best (one-parameter Box-Cox transformation),
expect a precision better than 33% in the estimate of an individual’s OTA intake. Instead,
reaching a 10% precision level would require at least the availability of 74 days of food
records, which is simply beyond practical possibilities.

Whole population Male Female
Error (%)

BC(1) BC(2) BC(1) BC(2) BC(1) BC(2)
5 296 735 245 551 352 971
10 74 184 61 138 88 243
20 19 46 15 35 22 61
30 8 21 7 16 10 27
40 5 12 4 9 6 15
50 3 8 3 6 4 10
90 1 3 1 2 1 3

BC(1): one-parameter Box-Cox transformation (1=0.23, w=0). BC(2):
two-parameters Box-Cox transformation (1=0, w=0.28). See
equation (3) for parameters details.

Table 4: Number of days of food records needed to estimate a person’s true OTA intake
with a specified relative error with a 95% level of confidence.
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IV DISCUSSION

IV.1  Characterizing the distribution of exposures in a population

We investigated the influence of the number of days of food records on the estimate of OTA
intakes distribution. Our results emphasize that the more days of food records are used in the
deterministic approach, the narrower the distribution of OTA intakes is, particularly for higher
percentiles; in other words, precision increases. This is in accordance with research carried
out on the reduction of intra-individual variance according to survey duration and the
subsequent importance of taking the average of multiple measurements by subjects when the
total sample size is limited by cost or practical considerations (Volatier et al. 2002) in order to
counter-balance the tendency for within-person variation to artificially extend the tails of the
intake distribution.

Noticeably, using 3 days of food records seems to bring similar benefits as the 7-day scenario,
thus at lower cost and constraint. This is in agreement with recommendations about the
duration of food surveys aimed at exposure assessment (IEFS 1998), as long as a combination
of two week days and one week-end day is used for the analysis, as we implemented here.
Indeed, comparisons of random week-end and week-day samples confirmed that failure to
proportionately sample both will bias the estimation of the usual intake as well as the within-
subject variance (Tarasuk and Beaton 1992). Gay (2000) also showed that increasing the
recording period from 2 to 4 to 7 days gained only a small increase in the precision with
which mean intakes were estimated. Grunwald et al. (2003) lately evidenced that the greatest
gains in precision were seen over the first few measurement days. Willet (1998) pointed out
that the estimation of within-person variation requires at least 2 daily measurements per
individual which altogether maximizes the size of the study sample and reduces the length of
the confidence intervals for the percentiles. Hoffmann et al. (2002) consistently recommended
using two sampling days provided that: (1) they are non-consecutive, (2) total number of days
is sufficiently large and (3) covers all seasons and days of the week and (4) proper statistical
estimation procedures based on short-term measurements are then implemented, as with the
S-Nusser method which proved to be efficient in the case of OTA. Condition (1) follows from
that adjacent days may result in over-estimation of population variance and under-estimation
of intra-individual variance if intakes vary patently across seasons.

The issue of right tails estimation is of particular relevance for food chemical exposure
assessments where the parameters of interest are at the extremes of the exposure distribution
rather than at the center. Higher percentiles are indeed compared to levels of intakes
considered as safe on a life-long and daily basis, such as Tolerable Daily Intake (TDI) or
Acceptable Daily Intake (ADI). We showed that applying the S-Nusser variance reduction
method resulted in less than one percent of the French adult population whose exposure to
OTA amounts to or exceed the SCF TDI, whilst the one-day distribution of exposure would
have lead to 1.8% of persons exceeding TDI, which is not negligible. These results
demonstrate the effects of not removing within-person variation on the outcome of risk
assessment, which may significantly influence risk management options. The question as to
whether non-normal data should be transformed to reduce skewness prior to variance
decomposition has been recently raised by (Jahns et al. 2004) who discussed the potential bias
introduced by the back-transformation process. Since we introduced an error term so as not to
perform a ‘naive’ back-transformation, we believe that our results are robust, especially since
the mean intakes estimated through back-transformation equals the mean of the raw
(untransformed) distribution (see table 1).
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IV.2 Estimating individual intakes

We calculated the number of days of food records needed to estimate a person’s true intake
with a specified degree of precision. To do so, we estimated the within-person variation
component from seven consecutive days of food records. Yet, Larkin et al. (1991) suggested
that random-day samples may be preferable for describing dietary intake of individuals since
adjacent-day samples tend to underestimate true within-subject variation (Tarasuk et Beaton
1992), which might be a limitation of the present study.

We did not find in the literature results pertaining to intra-individual variance of contaminants
intakes and their impact on error in individual exposure assessment. However, our findings
(table 4) are in line with previously published works in the field of nutritional epidemiology
both for nutrient and food intakes (Basiotis et al. 1987; Palaniappan et al. 2003). In general,
the minimum number of days required for estimating individual usual intake ranges from 3 to
10 days for energy and macronutrients, whereas 20-50 days are needed for food components
with large day-to-day variation, such as cholesterol and vitamins A and C (Buzzard M. 1998),
and even more for food groups due to high within/between subjects ratios (Palaniappan et al.
2003). The difference in within-subject variance between nutrients largely depends on the
food sources for each specific nutrient. Nutrients found in most foods, such as carbohydrates,
protein and fat, show lower intra-individual coefficients of variation than nutrients which are
present in a few foods in large amounts, of which vitamins C and E as well as -carotene are
good examples. Our own results on specific nutrients are also in agreement with this.

If such recommendations as using 74 days of food records to achieve a 10% level of precision
would tend to prove worthless on a practical ground, they notwithstanding indicate how
cautious the interpretation of individual OTA intakes derived from a 7-day diary should be.

While the ratio S#/ Si is fairly constant from one Box-Cox transformation to the other, the
amount of within-person variance depends strongly on the scale chosen. Since the scales may
be very different after applying different Box-Cox transformations, the variance components
and their coefficient of variation may markedly differ too. We actually observe a 50%
increase in CV,, between the one- and two-parameters transformations, which explains the
discrepancies between numbers of days calculated from different sets of transformed data, as
reported in table 4. Whatever the scale, the order of magnitude of number of days calculated
suggests that the use of exposure modeling based on consumption and contamination data is
not feasible in the case of OTA when the aim of the study is to estimate individual intakes, as
in a cross-sectional study of exposure-effects association. Alternative options may be the use
of biological markers of exposure where validation criteria are met (Schulte P.A. and Talaska
G. 1995). In the case of OTA, though not thoroughly characterized, the amount of OTA in
serum and urine could be considered as valuable surrogates of individual exposure levels
(Palli et al. 1999; Gilbert et al. 2001; Pascale and Visconti 2001; Studer-Rohr et al. 2000;
Zimmerli and Dick 1995).

IV.3 Input data validity

IV.3.1 Use of heterogeneous (‘non-standardized’) contamination data

Unlike for nutrients, no tables of food composition exist for chemicals such as additives,
pesticides or contaminants. We thus gathered available data at the national level and assumed
that the samples of foods analyzed for OTA were representative of the food groups to which
they belong, that is sampling error is low, which we could not check in any way. The
sampling step usually is the largest source of error along the test procedure steps, due to the
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extreme mycotoxin distribution among kernels in the lot, as proved for aflatoxins in peanuts
(Whitaker 2003). We made conservative assumptions related to the presence of OTA by using
fixed average concentration levels in the deterministic model. Therefore, the outcome
distribution shown in table 1 should only be considered to give an upper bound estimate of
exposure, even when a variance reduction method relative to consumption variability is
applied to data. This must be kept in mind when attempting to compare higher percentiles to
TDL

IV.3.2 Exclusion of low energy reporters from the study sample

Since it is undeniable that the problem of underreporting of energy can seriously bias any
estimate that is based on self-reported intakes (Black and Cole 2001), we excluded 511
‘under-reporters’ out of 1985 originally included participants, which corresponds to a 25.7%
‘exclusion rate’. Indeed, a quick view at the individual characteristics of this group showed a
clear tendency among higher body mass index (BMI) groups to under-report total energy
intakes (data not shown), as previously reported (Lichtman et al. 1992; Livingstone and Black
2003). As long as total exposure is ‘corrected’ for body weight on an individual basis, these
individuals could potentially bias the estimates of exposure distribution in the direction of
under-estimation (lower food intakes due to under-report divided by higher body weight). The
relation between BMI and under-reporting has nevertheless recently been re-evaluated in the
light of other factors such as dietary restraint and socio-economic status (Hill and Davies
2001; Lara et al. 2004), which was not tested here. The exclusion of those subjects from our
study sample could certainly have introduced some level of bias in the sample composition,
depending on the most under-reported foods and their implication as OTA vectors. Moreover,
energy under-reporting did not influence estimate of food additive intakes at upper percentiles
in a previous study (IEFS 2001), questioning the relevance of excluding energy under-
reporters from exposure assessment studies on a systematic basis. Moreover, it is important to
note that those individuals, though numerous enough, only represent ‘severe’ underreporting
and that their exclusion does not allow in itself to correct for the widespread moderate
underreporting phenomenon.

IV.3.83 Available number of days of food record

We assumed that the available number of days of food records (7) was representative of a
longer period (several months), which would allow us to characterize within-individual
variability of food intakes so that the between-individuals variability is not obscured. This is
an important issue as short survey duration usually leads to an over-estimate of the prevalence
of low and high intakes as well as a low precision in means estimates (Beaton et al. 1979). We
thus considered that the average of 7 replicate measurements of an individual’s diet (7-day
food record diary) was a good approximation of true usual dietary intakes. However, Heaney
et al. (1990) showed across a 5-year study that less than 25% of the variance of nutrient
intakes (Ca, P, protein and energy) could be accounted for by ‘current’ intake.

We also admitted that consecutive days measured on any individual were as variable as non-
consecutive days, and we performed the variance components analysis based on 7 consecutive
days of record. Yet, Tarasuk and Beaton (1992) evidenced that adjacent-day samples tend to
underestimate true within-subject variation, which means that our estimate of within-person
variance component could be lower than the ‘true’ day-to-day and seasonal variability
encountered by an individual in the qualitative and quantitative composition of his/her diet.
They also challenged the assumption that all respondents have equal within-person variance.
Yet, the impact of these two hypotheses is likely to be small, particularly the latter, as the
procedure used to select an optimal power transformation was designed by Hoffmann et al.
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(2002) to stabilize within-person variance.

IV.3.4 Linking of food items (consumption) with food groups (contamination)

One of the main differences we noticed while trying to relate our results to previously
published data on OTA exposure is that, even when raw consumption and contamination data
sets are, if not the same, highly comparable, the distribution of exposures vary dramatically
depending on the effort put into converting foods ‘as consumed’, for which individual
information about quantities is recorded, into foods at the ‘raw edible level’, which usually
corresponds to the level at which contamination data are available. Indeed, the chemical
analyses have often been conducted for the purpose of assessing compliance with regulations,
and therefore it is the raw products that are sampled. For many foods, the raw product does
not correspond to the food ‘as eaten’, hence the need to develop databases that convert food as
eaten back to raw agricultural commodities. In the case of OTA, the situations observed in
published literature varied from the use of no recipes at all (Tressou et al. 2004) - which tends
to over-estimate exposures -, to simple percentages of dry matter for cereal-based products
(Verger et al. 1999) - which tends to under-estimate exposures -, and complex recipes - which
tries to approach as accurately as possible the true composition of the diet (present results).
The later effort inevitably encounters similar problems as those described for the development
of food composition databases (Ireland et al. 2002; Greenfield & Southgate 1992). Systematic
and random errors in food composition databases may bias (non-)nutrients intake estimation
and make them incomparable at international level, altogether leading to wrong public health
measurements and conclusions, as for the comparison of exposures to tolerable daily intakes
(TDI) or the relation between diet and disease. Recipes and conversion factors development
should thus be an important task in the effort to improve the assessment of exposures to food
chemicals.

V  CONCLUSIONS

Our results about fitness-for-purpose of dietary survey duration showed that, as for nutrients,
exposure assessment to food chemicals raises different methodological issues and options at
the population and at the individual levels. While efficient variance reduction methods using
as few as 3 non-consecutive days of food records may considerably lower measurement error
in the estimated distribution of usual OTA intakes, it is not realistically feasible to get an
acceptable level of precision in the assessment of individual OTA intakes through the
combination of dietary survey and contamination data.

We thus recommend: (1) the implementation of variance reduction when the aim is to assess
exposure at the population level; (2) considering alternative individual exposure measurement
tools such as biomarkers provided validation criteria are on the track to be met.
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CONCLUSION:
INDIVIDUS ET POPULATIONS

|  EXPOSITION DE LA POPULATION : LE MAILLON FORT
[.1 Le cas de 'OTA

I.1.1 Variabilité de la contamination

Nous avons montré, dans le cas de ’OTA, que la fenétre temporelle utilisée pour tirer les
valeurs de contamination dans le cadre de la modélisation probabiliste avait une influence
considérable sur la variabilité et ’incertitude des parametres estimés, dimension du modele
jamais prise en compte jusqu’ici. Méme en présence de données désagrégées telles que
disponibles dans la base INCA, les simulations ont jusqu’ici été réalisées sur les données
agrégées au niveau de la semaine. Or une discussion des hypotheses relatives a I’occurrence
de la contamination et aux comportements d’achat des consommateurs correspondant aux
différentes fenétres temporelles indique que c’est le tirage au niveau de 1’« occasion » de
consommation qui serait le plus pertinent dans le cadre de 1’évaluation de I’exposition de la
population francaise.

Le modele probabiliste que nous proposons, alliant distributions non-paramétriques de
contamination et tirages au niveau de la fenétre « occasion », conduit a une probabilité tres
faible de dépassement de la DJT la plus « protectrice » (SCF 1998), largement inférieure a 1%
(9%0). En admettant que ce modele et les données « source » injectées refletent la réalité de
I’exposition a I’OTA dans la population adulte frangaise, le risque associé a ce contaminant
ne peut étre considéré comme significatif. Les résultats récemment publiés a partir de 1’étude
de la diete totale francaise confirment cette évaluation en rapportant une proportion
dépassement de la DJT dans la population francaise de 0.9% (Leblanc J.-C. et al. 2005).

[.1.2 Variabilité des ingérés alimentaires

La question du nombre de jours d’enquéte nécessaire a 1’estimation de la distribution des
expositions a I’OTA, en particulier les percentiles €levés, n’a encore jamais été abordée. Nous
montrons que 3 jours non consécutifs combinés a une méthode simplifiée de réduction de la
variance empruntée a I’épidémiologie  nutritionnelle  permettent d’augmenter
considérablement la précision des estimations aux percentiles élevés dans le cadre d’une
modélisation de type déterministe.

En cohérence avec les approches probabilistes discutées plus haut a propos de la
contamination, la probabilité de dépasser la DJT du SCF est tres faible dans la population
francaise (8%o) sure la période considérée.

[.2 Un point de vue plus général

N

L’évaluation de I’exposition alimentaire a I’OTA et a d’autres toxiques, étape clé du
processus d’évaluation du risque et de la surveillance sanitaire, fait I’objet de développements
méthodologiques, en particulier statistiques, de plus en plus poussés, que ce soit dans la prise
en compte des valeurs de contamination inférieures aux limites de détection (maximum de
vraisemblance pour les distributions paramétriques et estimateur de Kaplan-Meier pour les
distributions empiriques), 1’ajustement des queues de distribution (théorie des valeurs
extrémes), la caractérisation de 1’incertitude autour des estimations (construction d’intervalles
de confiance par « bootstrap »), la réduction de la variance des ingérés (méthode de Nusser
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simplifiée et ses coreligionnaires) et plus généralement la reconstruction de la variabilité des
niveaux de contamination et des paniers de consommation (simulations de type Monte Carlo).
Incontestablement, ces raffinements méthodologiques apportent précision et validité aux
estimations de 1’exposition dans les populations considérées, en particulier pour les forts
percentiles susceptibles de dépasser les doses toxicologiques de références (DHTP pour
I’OTA traduite par une DJT).

Pourtant, nos travaux illustrent I’importance de garder en mémoire les caractéristiques des
phénomenes étudiés au moment du choix, de la spécification, et de la mise en ceuvre du
modele. Modéliser une exposition par des méthodes sophistiquées sans prendre en compte les
facteurs de « process », en particulier (cf. figure 1 de I’introduction), risque fort de conduire a
des conclusions erronées.

Dans le cadre de la modélisation stochastique, le choix de la distribution paramétrique censée
décrire I’occurrence de la contamination devrait idéalement rendre compte ou €tre compatible
avec le processus de production-dégradation de la toxine considérée a 1’origine de la
variabilité réelle. En outre, le probleme des queues de distributions paramétriques pourrait
étre abordé sous 1’angle de la troncature a droite par le choix d’une valeur maximale de
contamination sur la base d’une revue des données de contamination existantes et des
conditions optimales de production de la toxine.

De méme avec la modélisation déterministe, le choix du nombre de jours d’enquéte devrait
étre discuté en fonction de I’importance relative des variances intra- et inter- individuelles, ce
afin d’appréhender la possible surestimation des percentiles élevés d’exposition en cas de
variabilité intra-individuelle forte des ingérés alimentaires. Bien entendu, le nombre de jours
d’enquéte calculé n’est valable que dans la mesure ou I'effectif enquété est suffisamment
grand pour refléter la variabilité inter-individuelle des ingérés. Dans le cadre d’études de
grande échelle, des considérations de colt peuvent intervenir dans le choix de la balance entre
le nombre de sujets enquétés et le nombre de jours d’enquéte par sujet. Beaton et al. (1979)
ont a ce titre proposé une formule pour déterminer le nombre de répétitions (k) présentant le
meilleur rapport cott/efficacité :

k=R |
C2

Ou R est le ratio de la variance intra- sur la variance inter-individuelle, C; est le colt de
recrutement d’un nouveau sujet dans I’étude, et C, est le colit de réalisation d’une d’enquéte
aupres d’un individu de I’échantillon pendant une journée.

Enfin, bien que le terme d’exposition « usuelle » soit évoqué dans le cadre des estimations
corrigées, la tendance « long-terme » mise en évidence dans la population d’étude correspond
a des habitudes alimentaires somme toute ponctuelles, reflétant au mieux la période de vie
que traverse chaque catégorie de personne enquétée en fonction notamment de son age, son
sexe, sa situation matrimoniale et financiere.

Tout comme dans le cas de la mise en regard des apports nutritionnels estimés avec les
apports nutritionnels conseillés, la situation populationnelle n’est pas statique et nécessite
d’étre réévaluée régulicrement a partir de I’actualisation des tendances de consommation et de
contamination (Volatier et al. 2002).
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.3  Garder contact avec la réalité...

De nombreuses hypotheses relatives a la réalité « décrite » (« construite » ?) par le modele
sont donc posées implicitement, hypotheses qu’il est indispensable d’expliciter lors de
Iinterprétation des résultats. La variabilité des niveaux de contamination a laquelle un
individu de la population est exposé en fonction du profil de société de consommation dans
lequel il évolue peut notamment étre prise en compte dans le modele par le choix d’une
fenétre temporelle ad hoc. La variabilité court-terme des ingérés alimentaires se surimposant
aux tendances sur le long-terme peut également étre corrigée par des méthodes appropriées.

Dans tous les cas, les méthodes et outils les plus avancés ne peuvent remplacer la qualité des
données « source » et une compréhension approfondie des phénomenes décrits, méme a se
placer dans une approche bayésienne qui devient courante en modélisation des expositions
alimentaires de type microbiologique.

Il EXPOSITION INDIVIDUELLE : LE MAILLON FAIBLE

.1 Le cas de 'OTA

L’évaluation de I’exposition individuelle a ’OTA a partir de données de consommation et de
contamination n’a jusqu’ici pas été abordée dans la littérature. Transposant les problématiques
nutritionnelles a celles des contaminants alimentaires, nous discutons la relation existant entre
variabilité intra-individuelle des ingérés, nombre de jours d’enquéte, et précision de
I’estimation de 1’exposition. Nous concluons qu’une approche de type carnet alimentaire ou
rappels de 24h ne semble pas réaliste et recommandons I’utilisation de marqueurs biologiques
d’exposition a I’OTA. Le recueil concomitant d’informations alimentaires par le biais d’un
questionnaire de fréquence alimentaire (QFA) semi-quantitatif peut avantageusement
compléter la démarche en apportant des éléments d’identification des vecteurs de la toxine,
mais aussi des habitudes d’approvisionnement et d’autoconsommation susceptibles
d’expliquer la variabilité de I'imprégnation. Quoiqu’a un niveau populationnel, cette option
« mixte » a d’ailleurs récemment été adoptée dans le cadre de I’évaluation de 1’exposition aux
dioxines des populations vivant a proximité des usines d’incinération des ordures ménageres
(UIOM), exposition majoritairement d’origine alimentaire (consommation de produits locaux
en particulier) tres difficile a quantifier du fait de la rareté des données de contamination
disponibles (AFSSA and InVS 2003).

Le probleme, classique en épidémiologie, de 1’antériorité de I’exposition par rapport a 1’effet
étudié est en outre ici particulierement aigu, dans la mesure ot non seulement les habitudes
alimentaires sont susceptibles de changer au cours de la vie de la personne, mais aussi les
niveaux de contamination des aliments constituant sa diete, ce manifestement bien au de-la
des variations de composition nutritionnelle des aliments, sauf a considérer 1’introduction
récente des aliments fortifiés.

[I.2  Un point de vue plus général

On constate une faiblesse générale des outils de « mesure » des expositions alimentaires
toxiques au niveau individuel. Les problemes rencontrés en épidémiologie nutritionnelle sont
doublés de difficultés inhérentes a 1’évaluation des contaminations alimentaires, a leur
variabilité géographique et temporelle pour ce qui est des produits bruts et finis, et a
I’influence dus stockage et des process pour les produits transformés (potentielles différences
entre marques notamment).
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Dans I’étude des relations entre exposition alimentaire a I’acrylamide et risque de cancer dans
la population suédoise, pour ne citer qu'un exemple, la construction d’un score individuel
d’exposition a partir d’un questionnaire de fréquence semi-quantitatif et de rares analyses du
contenu en acrylamide des aliments vecteurs identifiés dans la diete suédoise (1 a 21
échantillons analysés par groupe d’aliments) n’a pas permis de mettre en évidence une
quelconque élévation du risque de cancer du rein et de vessie, et a méme suggéré 1’existence
d’un effet protecteur vis a vis du risque de cancer du célon-rectum (Mucci et al. 2003; Mucci
et al. 2004). Dans quelle mesure cette absence d’association pourrait étre liée a une erreur
non-différentielle de classification dont on sait qu’elle tend a biaiser 1’estimation du risque
relatif (Rothman K.J. and Grennland S. 1998) ?

La question se pose également de maniere récurrente en épidémiologie nutritionnelle,
notamment dans le cadre de I’évaluation du r6le protecteur de la consommation de fruits et
légumes vis-a-vis du risque de cancer (Schatzkin and Kipnis 2004), et de I’implication des
lipides dans 1’augmentation du risque de cancer du sein (Bingham et al. 2003; Prentice 2003).

Il L’APPORT DES MARQUEURS BIOLOGIQUES

Depuis une dizaine d’années, ['utilisation de marqueurs biologiques d’exposition, de
susceptibilité et d’effets a rencontré un certain écho, en épidémiologie professionnelle,
environnementale et nutritionnelle notamment.

Les biomarqueurs d’exposition qui nous intéressent ici sont généralement utilisé€s :

— Soit comme outils de mesure de 1’exposition passée - dans le cas de toxiques s’accumulant
dans I’organisme (demi-vie longue) — ou présente (demi-vie courte et mesure a un temps
initial de suivi, lors de I’inclusion dans une étude de cohorte prospective par exemple, ou
de la surveillance de I'imprégnation d’une population donnée au cours du temps) ;
I’information quantitative qu’ils apportent peut étre complétée par des informations
qualitatives recueillies par voie de questionnaire portant sur les sources, les voies et les
durées d’exposition notamment ;

— Soit comme « étalon-or » dans le cadre de la validation d’un autre outil de mesure de
I’exposition. Cette approche a été développée dans le cadre des études d’exposition aussi
bien populationnelles qu’individuelles.

L’étude de 1’association entre risque de cancer primaire du foie et exposition alimentaire aux
aflatoxines a longtemps été biaisée par I’absence d’outils fiables de mesure de 1’exposition.
La wvalidation des adduits urinaires comme marqueurs d’exposition chronique a
I’aflatoxine B1, la plus toxique des aflatoxines, a permis de caractériser le risque relatif de
survenue de cancer entre groupes d’exposition extrémes ainsi qu’un effet synergique avec le
virus de 1’hépatite B dans les populations ou ce virus est endémique, en particulier certaines
provinces de Chine et au Sénégal (Groopman et al. 1993; Wild et al. 1993). Plus récemment,
I’utilisation des adduits de 1’aflatoxine a 1’albumine sérique a mis en évidence une association
entre exposition aux aflatoxines et retards de croissance chez les enfants en Afrique sub-
saharienne (Gong et al. 2002).

L’utilisation du dosage du méthylmercure dans les cheveux et le sang du cordon ombilical a
également permis d’étudier les effets neuro-développementaux des expositions in utero et
infantiles liées a la consommation maternelle de poissons de mer (Davidson et al. 1998;
Grandjean et al. 1997; Myers et al. 2003). Les biomarqueurs d’exposition au méthylmercure
sont également utilisés dans le cadre de la validation des modeles prédictifs d’exposition
basés sur des données alimentaires (Ponce et al. 1998).

L’épidémiologie « moléculaire » a également été utilisée pour les expositions au cadmium et
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au plomb en contextes professionnel et environnemental pour la surveillance des
imprégnations et leur mise en relation avec des effets toxiques rénaux plus ou moins précoces
(Lauwerys et al. 1995).

Dans le cas des expositions nutritionnelles, les marqueurs biologiques sont de plus en plus
utilisés dans des études de validation de questionnaires de fréquence alimentaire mis en ceuvre
dans des études grande échelle et multicentriques, car moins coliteux et plus facilement
acceptables par les populations enquétées. La méthode dite « des triades », qui tire partie de
I’indépendance des erreurs aléatoires entre indicateurs alimentaires (questionnaires de
fréquence alimentaire et rappels de 24h ou carnets) et indicateurs biologiques (biomarqueurs
d’exposition) (Kaaks 1997), a été utilisée dans le cadre de la cohorte EPIC (European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition) pour la validation des apports en
protéines, vitamine C et béta-carotenes estimés par QFA (Ocke and Kaaks 1997) ainsi qu’en
populations francaise (Daures et al. 2000) et espagnole (Kabagambe et al. 2001).

L’utilisation dans le processus de 1’évaluation du risque de marqueurs biologiques spécifiques
de I’exposition a un agent chimique donné est prometteuse mais nécessite en premier lieu une
certaine inter-disciplinarité (Groopman and Kensler 1999). L’approche moléculaire ne devrait
de plus pas faire perdre de vue que 1’étude d’un facteur de risqué isolé a peu de chance
d’apporter des informations pertinentes en termes de prévention a 1’échelle de populations
dans lesquelles les maladies surviennent dans des contextes socio-environnementaux
singuliers (McMichael 1999; Pearce 1996; Pearce 1999).
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CHAPITRE 3:

mz~x0-4d>nmxT0Q
me—=0n -~z c =
Zzo—-A>A4zm=2~r P
z-=m A
ZO~A>0—=d0m< = =

HAMLET - Voyez-vous ce nuage, la-bas, qui a presque la forme d'un chameau ?
POLONIUS - Par la messe ! On dirait que c'est un chameau, vraiment.

HAMLET - Je le prendrais pour une belette.

POLONIUS - Oui, il est tourné comme une belette.

HAMLET - Ou comme une otarie...

POLONIUS - Tout a fait comme une otarie !

Anonym Dada
Apres Hamlet, Acte Ill, Scene I, William Shakespeare.
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OTARI : PROTOCOLE PRINCIPAL

| INTRODUCTION ET OBJECTIFS

l.1 Position du probléme

Depuis une vingtaine d’années, des équipes de recherche tunisiennes et francaises se sont
intéressées a I’implication possible d’une mycotoxine de 1’alimentation, 1’ochratoxine A
(OTA), dans la survenue de pathologies rénales de type néphropathie interstitielle ou tubulo-
interstitielle chronique (NIC) en population tunisienne (Abid 2003; Abid et al. 2003; Bacha et
al. 1993; Eko-Ebongue et al. 1994; Grosso et al. 2003; Hadidane and al. 1985; Maaroufi et al.
1995a; Maaroufi et al. 1995b).

L’exposition humaine a I’OTA est ubiquitaire et essentiellement alimentaire. De nombreuses
denrées se sont avérées contaminées a des niveaux détectables: céréales (I’'OTA a été
détectée dans tous les types de céréales testés : mais, blé, sorgho, riz, seigle, orge et avoine),
graines de soja, café vert (grain), haricots et 1égumineuses, fruits secs (raisins), vins, bieres,
cacaos, épices et herbes, jus de fruits (jus de raisin), reins de porc et boudin noir (Pittet 2001).
Les moisissures responsables de ces contaminations interviennent principalement au moment
de la récolte et lors du stockage, les facteurs critiques étant la température et 1’humidité
relative des grains (Codex Alimentarius Commission 2000; Pitt 2002). Les principaux
producteurs d’OTA isolés a partir de denrées naturellement contaminées appartiennent aux
genres Aspergillus (notamment A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger) et Penicillium (en
particulier P. verrucosum), les especes du genre Aspergillus se développant a température
élevée (régions tropicales, sub-tropicales et méditerranéennes) tandis que celles du genre
Penicillium sont associées a des températures et activités de 1’eau modérées (régions
tempérées) (Pitt 2002).

Initialement incriminée dans la survenue de néphropathies en élevage porcin (Krogh and al.
1973), cette mycotoxine présente des effets néphrotoxiques chez toutes les especes
mammiferes testées expérimentalement (WHO 2002) et a été classée dans le groupe 2B du
CIRC (IARC 1993) (cancérogene possible chez I’homme). Son implication étiologique dans
la survenue d’une entité nosologique endémique dans les Balkans - la Néphropathie
Endémique des Balkans (NEB), néphropathie tubulo-interstitielle chronique - a été évoquée
des 1976 (Krogh and Elling 1976) et étudiée par diverses équipes de recherche sans
qu’aucune conclusion claire n’ait pue étre tirée (Tatu and al. 1998). Cette affection semble
étre multi-factorielle (Toncheva and al. 1998), la nature (initiation et/ou progression) et
I’importance du role de I’OTA restant incertains (Pfohl-Leszkowicz and al. 2002).

La réalité et I'importance des effets toxiques de I’exposition a ’OTA en terme de santé
publique posent donc encore aujourd’hui largement question.

[.2 Motivations de la recherche

La population tunisienne a une alimentation riche en produits a base de céréales, en légumes
secs et en fruits secs (Institut National de la Statistique 1998). Ces aliments sont des vecteurs
connus d’OTA (Pittet 2001), et les céréales contribuent a elles seules a hauteur de 44% a
I’exposition de la population européenne (Miraglia and Brera 2002). De plus, les conditions
climatiques lors du stockage (température et humidité) et les habitudes de préparation et
conservation des aliments favoriseraient la contamination de ces denrées dans certaines
régions de Tunisie (Achour and Bacha 2003; Bacha et al. 1988; Maaroufi et al. 1995a).
Certains groupes de population présenteraient donc des niveaux élevés d’exposition a I’OTA
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en Tunisie. Une variabilité géographique des niveaux sériques d’OTA a été démontrée par
Maaroufi et al. (1995b) qui ont retrouvé des teneurs plus élevées sous climat humide et
méditerranéen (gouvernorats de Monastir et Jendouba) qu’en bordure du désert (gouvernorat
de Gafsa).

Par ailleurs, une pathologie rénale de type néphropathie interstitielle chronique (NIC), pour
laquelle aucune cause n’a pu étre identifiée, a été décrite sur le plan clinique dans la
population tunisienne (Achour and al. 1993) et sévirait actuellement de maniere endémique en
Tunisie, voire dans la région sud-méditerranéenne dans son ensemble (Achour and Bacha
2003; Barsoum 2003; Filali A. and et al. 2002; Khalef et al. 1993b; Khalef et al. 1993a; Wafa
1998, chapitre 1 du présent manuscrit).

Il est a noter que, outre les problemes généralement rencontrés lors de I’étude des causes des
pathologies rénales chroniques (Perneger and al. 1995), les études étiologiques relatives aux
NIC décrites en Tunisie sont compliquées par un diagnostic tardif et incertain. Ceci est a
mettre en relation avec le caractere asymptomatique de leur évolution a bas bruit jusqu’a des
stades tres avancés se traduisant par une insuffisance rénale chronique (IRC). Le diagnostic
est le plus souvent porté secondairement a la découverte d’'une IRC et sa confirmation par
biopsie rénale rarement réalisable (environ 5% des cas), ce qui explique probablement la forte
proportion de NIC de cause indéterminée parmi les IRC de cause NIC (environ 25%) (Sabra
2001). Cette proportion a été estimée en 1998 pour les cas incidents d’IRC diagnostiqués dans
la région du Centre (gouvernorats de Monastir, Sousse, Mahdia et Kairouan : 1.8 millions
d’habitants), avec un taux d’incidence (T1) de I'IRC de 162.7pmh, un TI d’IRC de cause NIC
de 40.7pmbh ; et un TI d’IRC de cause NIC indéterminée de 12.2pmh. Il est donc actuellement
difficile de décrire 1’épidémiologie de cette NIC dans la population tunisienne et de juger de
la réalité de son endémicité. De plus, environ 33% des cas incidents d’IRC étaient de cause
indéterminée en 2001 (République Tunisienne 2001), ce qui pose probleme en terme
d’interprétation des données descriptives (forte incertitude sur 1’estimation des TI spécifiques
a chaque pathologie primaire).

Par ailleurs, les NIC étant encore tres mal décrites dans la littérature néphrologique et
épidémiologique, 1’évaluation du caractere d’entité nosologique a part entiere de cette
affection - au méme titre que la NEB a pu I’étre et se voir attribuer un code dans la
classification des maladies rénales établie par '’EDTA - est extrémement difficile.

Sur les plans cliniques, biologiques et anatomo-pathologiques, cette affection présente des
similitudes avec la NEB (Achour and al. 1993) dont nous avons vu que I’OTA est suspectée
d’étre un facteur d’initiation ou de progression. Or la toxine a été retrouvée en quantités
significativement plus élevées dans le sérum de patients tunisiens diagnostiqués NIC de cause
indéterminée que chez les groupes témoins (personnes en bonne santé et patients atteints
d’autres affections rénales chroniques) (Abid et al. 2003). Ces arguments, conjugués aux
hypotheses relatives a I’existence de groupes fortement exposé€s dans la population tunisienne,
font de cette toxine le principal facteur de risque pressenti pour cette NIC et actuellement
étudié.

Notre travail se situe dans le cadre de cette recherche sur ’existence d’un lien étiologique
entre D’exposition a I’OTA et les néphropathies interstitielles chroniques de cause
indéterminée dans la population tunisienne.

Les principaux résultats devraient permettre d’apporter de solides éléments de réponse sur la
réalité de 1’exposition et des effets chroniques de I’OTA dans la population enquétée et de
juger de la nécessité de pousser plus avant les investigations épidémiologiques y afférentes.
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1.3 Objectifs de la recherche

[.3.1 Objectifs principaux

La présente étude a pour objectifs :

— De quantifier les niveaux d’exposition individuelle a ’'OTA de la population de trois
régions tunisiennes dans des échantillons de taille suffisante pour mettre en évidence une
certaine variabilité inter-individuelle et inter-régionale ;

— D’explorer I’existence d’une association entre le niveau d’exposition individuelle a I’OTA
et la survenue d’effets toxiques rénaux a un stade infra-clinique, ce en tenant compte des
éventuels facteurs de confusion.

1.3.2 Hypothese(s) testée(s)

Les principales hypotheses qui seront testées dans cette étude sont que :

— Il existe des variations régionales d’exposition alimentaire de la population tunisienne a
I’OTA en raison de variations des conditions climatiques, d’habitudes de préparation,
stockage et consommation des aliments ;

— Il existe une corrélation entre le niveau d’exposition individuelle a I’OTA et la survenue
de manifestations toxiques rénales a un stade infra-clinique dans la population tunisienne.

1.3.3 Critéres de jugement principaux

— Analyse de variance (ANOVA) révélant une différence statistiquement significative du
niveau d’exposition entre les trois régions d’étude ;

— Coefficient de corrélation statistiquement significatif révélant 1’existence d’une
association entre le niveau de toxicité rénale et le niveau d’exposition a 'OTA (apres
ajustement sur les éventuels facteurs de confusion).

[.3.4 Objectifs secondaires

Caractérisation de I'exposition

Les corollaires a I’objectif principal d’évaluation de I’exposition a I’OTA sont :De vérifier les
hypotheses relatives aux vecteurs alimentaires d’OTA et aux facteurs de variation de la
contamination (approvisionnement, préparation, stockage) ;

— D’évaluer la variabilité intra-individuelle (saisonniere) de I’exposition a I’OTA.

Exploration des atteintes rénales

En plus d’explorer la corrélation entre le niveau d’exposition a I’OTA et la survenue
d’atteintes rénales, nous pourrons identifier les facteurs démographiques, sociaux et
environnementaux de confusion et d’interaction dans 1’association entre exposition a I’OTA
et marqueurs de toxicité rénale.
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I MATERIEL ET METHODES

.1 Type d’étude et démarche globale

La méthodologie retenue est celle d’une étude transversale avec passation de questionnaires et
prélevements biologiques répétés a deux saisons différentes, une variation saisonniere de la
séroprévalence et des niveaux moyens d’OTA sérique ayant précédemment été décrite, plus
élevés en été qu’en hiver (Palli et al. 1999).

Nous souhaitons constituer un échantillon d’étude présentant une forte variabilité des niveaux
d’exposition a ’OTA. Nous choisissons pour ce faire de constituer trois groupes de sujets a
partir de I’identification a priori de trois régions d’étude contrastées au regard de 1’exposition
al’OTA.

Les sujets inclus dans chaque groupe d’exposition a priori seront interrogés par un enquéteur
(questionnaires socio-démograhique, médical et sur les habitudes de vie, notamment
alimentaires). Un prélevement de sang total et le recueil d’un spot des secondes urines du
matin seront effectués lors de chacune des deux campagnes d’enquéte. Des analyses
biochimiques et toxicologiques seront effectuées sur les échantillons de sérum (notamment
OTA et créatinine) et d’urines (OTA, créatinine, marqueurs d’atteintes rénales précoces).

Il.2  Définition des populations « cible » et « source »

Nous souhaitons identifier a priori trois régions d’étude :

— une région « fortement exposée » : niveaux d’exposition « élevés » ;

— une région « moyennement exposée » : niveaux d’exposition « moyens » ;

— etune région « témoin » : niveaux d’exposition « faibles ». Il n’est en effet pas possible de
définir a priori un groupe «non exposé », la prévalence de I’OTA dans les sérums
tunisiens étant de 62 a 82% a LOD 1 ng/ml (Abid et al. 2003) a 100% a LOQ 0.1 ng/ml
(Eko-Ebongue et al. 1994).

Pour ce faire, deux hypotheses peuvent étre formulées quant aux déterminants de la variabilité
régionale de la composition de la dicte tunisienne et des niveaux de contamination par I’OTA
des aliments de base et traditionnels.

I1.2.1 Ruralité de 'habitat

Plusieurs études ont relevé une plus forte imprégnation (OTA sérique) dans des populations
vivant en zone rurale en France (Creppy et al. 1993) et en Suede (Breitholtz et al. 1991) que
chez les citadins, tendance interprétée comme reflétant une plus forte dépendance vis-a-vis
(ou consommation) de produits locaux identifiés comme vecteurs d’OTA (céréales, vin, bicre,
viande de porc et «cochonnailles » ou volailles et leurs dérivés). Nous discutons ici
I’influence que pourrait avoir la ruralité de 1’habitat sur I’exposition a I’OTA en Tunisie, sans
évoquer la voie alternative d’exposition par inhalation que certaines catégories d’ouvriers
agricoles sont susceptibles de rencontrer au cours de leur activité professionnelle (Halstensen
et al. 2004; Iavicoli et al. 2002).

Régimes alimentaires

L’alimentation tunisienne traditionnelle est encore aujourd’hui typique des populations du
bassin sud de la Méditerranée, a ceci prés qu’une certaine uniformité liée a la disponibilité
croissante des produits sur les marchés remplace la diversité saisonniére qui prévalait
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jusqu’aux dernieres décennies. L’alimentation tunisienne traditionnelle repose sur le blé dur
transformé de maniére artisanale ou semi-artisanale, 1’huile d’olive, la viande de mouton et
divers fruits et 1égumes. Toutefois, la spécificité des microclimats tunisiens a engendré de
nombreuses variantes autour de ce régime moyen : la prédominance de 1’autoconsommation
et la faiblesse des échanges entre les différentes régions du pays a ainsi introduit des
différences parfois assez marquées (Jaouadi 2000). Par ailleurs, la tendance générale actuelle,
plus marquée toutefois en milieu urbain que rural, est a la diversification du régime
alimentaire dans lequel se juxtaposent désormais produits alimentaires modernes et
traditionnels (Beltaifa et al. 2002).

Il demeure que les habitudes alimentaires locales sont li€es a la ruralité de 1’habitat (Jaouadi
2000) : importance des céréales dans 1’apport énergétique total, en particulier le blé dur, et
consommation d’aliments traditionnels spécifiques (tels que bsissa : flan a base de farines de
différentes céréales, de pelures d’oranges séchées, de dates et d’huile d’olive et tchiche :
préparation de granules d’avoine consommés sous forme de nouilles). Ainsi, les céréales
apportent pres de 60% des calories de la ration en milieu non communal contre 50% environ
en milieu communal (Institut National de la Statistique 2000c). De plus, les quantités de blé
dur et de blé tendre consommées par personne et par an sont estimées a respectivement 55 et
89 kg en milieu communal contre 154 et 45 kg en milieu non communal (Institut National de
la Statistique 2000c).

La prédominance du blé dur est un autre élément de suspicion de contamination dans la
mesure ou les variétés de blé dur couramment cultivées semblent plus susceptibles a I’OTA
que pour le blé tendre (Mills 1990; Pfohl-Leszkowicz and Molinié 2004).

Approvisionnement et stockage

L’OTA est essentiellement une toxine de stockage. Les importations et productions locales de
céréales sont en principe centralisées par 1I’Office des Céréales. Les niveaux de contamination
des matieres premicres et des produits industriels transformés a base de céréales devraient
donc étre relativement homogenes par effet de mélange et dilution au cours du stockage.

En revanche, une certaine variabilit¢ des niveaux de contamination des produits
autoconsommés provenant d’un stockage au niveau du ménage d’une partie de la production
locale ne peut étre exclue. En effet, en zone de production agricole (céréales, Iégumineuses,
vin), et plus largement en zone rurale, des phénomenes tels que 1’autoconsommation,
I’existence d’un marché parallele et le stockage domestique annuel ou biannuel des matieres
premieres peuvent conduire a des conditions favorables a la contamination des produits de
base par ’OTA.

La centralisation de la totalit¢ des céréales brutes par 1’Office des Céréales implique en
théorie qu’autoconsommation et recours au marché parallele sont « interdits » et
officiellement rares : autoconsommation moyenne estimée a 0.7% en milieu communal et
4.9% en milieu non communal (Institut National de la Statistique 2000c) et en diminution
constante d’apres les enquétes Budget-Consommation et de Niveau de Vie des Ménages
réalisées entre 1975 et 2000, facteur auquel I’urbanisation rapide de la population concourt
probablement. Toutefois de telles pratiques sont susceptibles de persister dans certaines zones
rurales, comme en témoignent les statistiques du Ministere de 1’Agriculture Tunisien :
seulement 52% de la production de blé dur (qui couvre au total entre 30 et 70% des besoins
du marché intérieur en fonction des campagnes céréalieres) ont été collectés par I’Office des
Céréales et les Coopératives agrées en 2000 (République Tunisienne 2001). Ce phénomene
d’autoconsommation et d’approvisionnement local est susceptible de varier largement en
fonction de I'importance des récoltes qui demeurent encore largement tributaires des
conditions climatiques.
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Enfin, le stockage domestique, probablement encore largement pratiqué en zone rurale,
pourrait concourir au développement des moisissures productrices d’OTA en rapport a
I’humidité, la température, et la présence de ravageurs susceptibles d’endommager les grains,
fournissant ainsi une porte d’entrée et des conditions favorables a la colonisation mycélienne.
Ainsi, selon I’hypotheése développée ici, les populations rurales tunisiennes allient forte
probabilité de contamination et consommation fréquente des produits potentiellement
vecteurs d’OTA.

I.2.2 Ecologie des milieux

Les conditions écologiques lors de la récolte et du stockage, et en particulier la température et
I’humidité des grains, jouent un role primordial dans la probabilité et I’importance de la
contamination des céréales, et en particulier du blé, par 'OTA (Codex Alimentarius
Commission 2000; Pitt 2002). Ainsi pouvons-nous nous attendre a ce que les conditions
climatiques influent la contamination des céréales stockées dans la région méme d’habitation,
et a fortiori stockées par I’habitant lui-méme.

La Tunisie est un pays de climat semi-aride, caractérisé par la rareté des ressources en eau et
par une forte variabilité du climat dans 1’espace et dans le temps. Le pays est divisé en 3
régions distinctes : le nord, le centre et le sud.

Au nord, les montagnes de 1’ Atlas protegent les vallées fertiles de la Medjerda ou on cultive
en majorité des céréales, en particulier le blé dur. On trouve sur les sommets de grandes foréts
de pins, notamment a 1’ouest. Le climat est de type méditerranéen, caractérisé par les
sécheresses de I'été, mais les pluies sont suffisamment abondantes la plupart des années (entre
400 et 1000 mm par an) pour permettre les cultures non irriguées.

Le centre est formé d’un plateau semi-aride qui s’étend jusqu’a la Libye. On y trouve de
nombreux lacs salés et des plantations d’oliviers en abondance. Le niveau des pluies et de 200
a 400 mm, ce qui est insuffisant pour les cultures non irriguées ; la région ne compte ainsi que
15 % environ des terres cultivées, comprenant blé dur et orge.

Le sud, formé par le Grand Erg Oriental qui prend naissance en Algérie et se meurt en Libye,
couvre 60 % de la superficie du pays et présente un climat saharien. Les précipitations
n’atteignent pas 200 mm par an, le régime des pluies étant caractéris€é par une grande
variabilité, avec de rares mais violents orages. Les palmeraies produisent les dattes. .’orge est
aliment de base courant.

Enfin, des inondations, parfois de grande ampleur, sont signalées a intervalle régulier dans le
nord et le centre du pays (IFRCRCS 2003), ce qui est susceptible d’altérer les conditions
locales de stockage des céréales et de provoquer des variations temporelles d’exposition.

Ainsi, les conditions de température et d’hygrométrie favorables a ’OTA suivraient en
Tunisie un gradient décroissant orienté Nord-Sud variable d’une année a 1’autre en fonction
des précipitations. En outre, la production de blé dur majoritaire au Nord du pays fait que
cette région allie probablement, au moins occasionnellement, autoconsommation et toxico-
genese lors du stockage des céréales.

[1.2.3 ldentification des zones d’étude

Afin d’augmenter les chances de pouvoir constituer un groupe « fortement exposé » tout en
garantissant une certaine comparabilité des trois régions d’étude, nous choisissons de
restreindre notre champ d’investigation au milieu rural dont les populations, d’aprés notre
premiere hypothese, sont susceptibles de présenter des niveaux d’expositions plus élevés et
variables qu’en milieu urbain.
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Schématiquement, nous considérons que les régions situées a I’Ouest du pays sont rurales, par
opposition a I’Est, constitué par la cote méditerranéenne touristique et urbanisée.

Afin d’obtenir des niveaux d’exposition contrastés, nous recherchons alors, selon notre
seconde hypothese, une variabilité des conditions climatiques et identifions pour ce faire trois
gouvernorats représentatifs de chacune des trois grandes régions : Jendouba (N-O), Sidi-
Bouzid (C-O) et Tozeur (S-O) (Tableau 1a et Figure 1).

Dans chacun de ces trois gouvernorats, nous identifions alors de maniere raisonnée une
commune rurale. Les villages, outre leur caractére «rural » (petite commune et habitat
dispersé), doivent présenter une certaine comparabilit¢é socio-économique et
environnementale (notamment: taux de pauvreté, sources environnementales de
contamination aux métaux lourds). La présence d’un centre de santé de base (CSB), d’un
hopital de circonscription ou d’un hopital régional dans un périmetre proche ainsi que la
qualité des relations entre la population et cette infrastructure sanitaire sont des criteres de
choix importants dans la mesure ou nous sollicitons un soutien logistique et I’assistance du
personnel (para)médical pour I’information et ’enquéte des ménages. Trois communes
rurales sont ainsi pressenties pour I’étude : Bou Salem (N-O), Jelma (C-O) et Nefta (S-O)
(Tableau 1b).

Par suite, la population cible est la population des trois communes identifiées. La population
source, de nature administrative, est la liste des ménages (unité de base) recensés dans
chacune des trois communes lors du dernier recensement de la population en 1994 (base de
sondage de I’Institut National de la Statistique INS qui doit étre mis a jour prochainement sur
le recensement de 2004).
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Jendouba Sidi Bouzid Tozeur e
(Nord) (Centre) (Sud) Référence
Précipitations totales®
4811139 239481 86118
(mm/an) (Institut National de la
; ; Statistique 2000a)
Nombre de jours de pluie 104418 6114 31411
par an
Températureb (QC) 21.446.9 20.246.7 25.018.1 (InS“tUt National de la
Population® 430 100 404 100 98 500 Statistique 2003)
Population non o o o (Institut National de la
communale 75.4% 78.5% 28.9% Statistique 1994)
Production de céréales Blé Blé et orge Orge (Ben Salem et al. 1994)
Autoconsommation de 1.2% (N-O) 6.5% (C-O) 1.5% (S-0)
céréales (Institut National de la
Ard Statistique 2000c)
Partdes céréales dans g7 50, (\.O)  §1.5% (C-0) 58.3% (S-O)
I'apport calorique
Taux de pauvreté® 1.5% 4.7% 5.1% ('”Sstgtt‘igﬁ"éig"ggég;'a

a : moyennezET années 1994-2000 ; b : moyenne+ET année 2002 ; ¢ : année 2002 ;
d : en milieu non communal (moyenne nationale : 2.9%).

Tableau 1a : Caractéristiques des gouvernorats d’étude.

NA e Population  Population non Population ex
Délégation Gouvernorat communale communale totale Référence
Bou Salem  Jendouba (N) 17 748 61243 78 991
.- ) (Institut National de la
Jelma Sidi Bouzid (C) 5036 30 356 35419 Statistique 1995)
Nefta Tozeur (S) 18 993 213* 19 206

a : en zone aride, I'habitat rural isolé est marginal et la majorité des ménages se regroupe autour de I’

« agglomération ».

Tableau 1b : Population des communes d’étude (1994).

Figure 1: Carte administrative de la Tunisie figurant les trois

gouvernorats d’étude.
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1.3 Définition de I'échantillon d’étude

[1.3.1 Principe de constitution de I'’échantillon d’étude

Deux unités statistiques nous intéressent : la famille d’une part (ou plus exactement le
ménage, unité de base du tirage dans la base de sondage des trois communes rurales choisies)
et I’individu d’autre part.

En effet, nous souhaitons pourvoir étudier les variations d’exposition a ’OTA et des
marqueurs de toxicité rénale a trois niveaux :

— Inter-individuel ;

— Intra-individuel (variations saisonnieres) ;

— Intra-ménage.

Parmi les ménages tirés au sort, tous les individus éligibles pour 1’inclusion se verront
proposer de participer a 1’étude. Les trois groupes seront stratifiés sur I’age (par tranches de
20 ans : 20-39 ans, 40-59 ans et 60-79 ans) et le genre. L’inclusion se fera jusqu’a ce que le
nombre requis de sujets soit atteint dans chaque groupe « commune-genre-age ».

Le fait de choisir le ménage comme unité de base du tirage et de recruter toutes les personnes
éligibles au sein d’'un méme ménage se justifie doublement, d’une part par un partage supposé
des habitudes alimentaires au sein de la famille permettant de caractériser les aliments
vecteurs d’exposition a I’OTA, d’autre part par le phénomene d’agrégation familiale observé
dans différentes populations vis-a-vis des maladies rénales en général et de la néphropathie
interstitielle chronique caryomégalique (NIK) décrite au chapitre 1 en particulier, ce a quoi
des conditions « environnementales » (notamment 1’alimentation partagée dans notre cas) et
une composante génétique sont susceptibles de contribuer en proportions variables (Hoy
2000; Satko and Freedman 2005a; Satko et al. 2005b; Schelling et al. 1999). Certes le
recrutement de plusieurs personnes au sein du méme ménage aura tendance a diminuer la
variabilité inter-individuelle des expositions, mais elle nous permettra d’appréhender les
composantes « environnementales » et génétiques d’éventuels effets rénaux.

[1.3.2 Principaux criteres d’'inclusion et de non inclusion
Les criteres d’inclusion et de non inclusion retenus sont (tableau 2) :

Inclusion Non inclusion

Age : 20-79 ans Diabéte

Infection urinaire
Résidence = 5 ans dans la zone
d’étude Maladie uro-néphrologique sauf néphrite interstitielle et

insuffisance rénale chronique de cause indéterminée

Tableau 2 : Criteres d’inclusion et de non inclusion.

Le diabete est un facteur de non inclusion courant (facteur de risque connu de « néphropathie
diabétique ») car la fonction tubulaire, notamment le bilan entre excrétion et réabsorption,
peut en étre affectée (Dubrey and al. 1997; Watts et al. 1989; Watts et al. 1988; Whiting et al.
1979; Whiting et al. 1983). Sa prévalence est estimée a 6% en moyenne dans la population
tunisienne, avec de fortes disparités régionales (Ben Romdhane 2001). La présence d’une
infection urinaire perturbe par ailleurs I'interprétation de I’analyse des protéines urinaires
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(Mengoli et al. 1982; Schardijn et al. 1979). A ces critéres généraux s’ajoutent deux facteurs
de non inclusion concernant les femmes : la menstruation au moment de la réalisation du
prélevement urinaire et une grossesse en cours (Cheung et al. 1989; Hultberg et al. 1989;
Skrha et al. 1989). Nous choisissons de ne pas exclure les cas d’hypertension artérielle
(HTA), dont la prévalence tres élevée est estimée entre 13 et 37% dans la population
tunisienne (Ben Romdhane 2001). Toutefois, la pression artérielle sera mesurée, des
informations relatives a ’'HTA connue et traitée recueillies et un ajustement statistique
effectué si nécessaire. En effet, bien que 1I’hypertension artérielle soit corrélée positivement a
une €élévation de certaines protéines et enzymes urinaires, notamment la NAG (Mansell et al.
1978), la prise de médicaments anti-hypertenseurs peut avoir un effet compensatoire (Simon
and Altman 1982).

[1.3.3 Calcul de la taille de I'échantillon d’étude

Le calcul de taille d’échantillon que nous faisons a priori concerne la variabilité des
marqueurs d’effet attendue dans la population d’étude. Nous nous situons dans le cas simple
d’un test de comparaison de deux moyennes. A partir d’une analyse de la littérature donnant
des estimations de la moyenne et de 1’écart-type de la distribution des parametres urinaires qui
seront dosés (voir I1.4.2), en particulier la RBP (Retinol Binding Protein) et la NAG (N-
acétyl-B-D-glucosaminidase), nous pouvons calculer la taille de 1’échantillon nécessaire a la
mise en évidence d’une augmentation A de la moyenne de la distribution observée entre deux
groupes d’exposition.

Ne connaissant pas I’amplitude de la variation réelle des parametres rénaux entre les groupes
d’exposition que nous allons constituer, nous calculons la taille de 1’échantillon nécessaire a
la mise en évidence d’une différence modérée, de 1’ordre de 10%, entre la moyenne du groupe
faiblement exposé (u;) et celle du groupe d’exposition intermédiaire (uz). Le méme
raisonnement s’applique pour la comparaison des groupes moyennement et fortement
exposés.

En posant pour hypotheses a priori que :

— La distribution du parametre étudié est normale ou I’effectif est supérieur ou égal a 30
dans les deux groupes ;

— la variance inter-individuelle 6” est la méme dans les deux groupes ;

— les effectifs des deux groupes sont égaux ;

La formule reliant la taille de I’échantillon dans chaque groupe et la puissance du test de
comparaison de moyennes effectué s’écrit (Bouyer 1996) :

ey

=Z ,,—Z = -7
ou ¢ al2 18 test bilatéral (Wy#u,) et ¢ 1=F test unilatéral (U<po)

X estle risque de premiere espece (degré de significativité du test, ici =5%)

o

(- 'B) est la puissance du test (fixée ici a 80%)
A= |,u1 - ,U2|

136



Selon I’hypothése d’une augmentation de 10% de la moyenne des protéines urinaires entre les
groupes d’exposition « faible » et « moyenne » ou « moyenne » et « forte », A=0.1u; et la
formule (1) devient :

0_2

n=2¢"
0.1,

| 2)

Ne connaissant pas les valeurs réelles de la moyenne p; et de la variance 6> dans la
population tunisienne, nous utilisons des estimations m; et s> calculées 2 partir d’études
antérieures portant sur une population masculine d’origine belge (Taylor and al. 1997)
(tableau 3).

Analyte urinaire n m;y s
RBP (ug/g cr) 256 62.8 29.9
NAG (U/g cr) 255 1.38 0.73

Tableau 3 : Effectif (n), moyenne géométrique (m;) et écart-type géométrique (s) de la RBP
et de la NAG urinaires estimés dans un groupe témoin.

Par suite, les effectifs par groupe calculés a priori (formule (2)), sont (tableau 4a) :

Analyte urinaire Test bilatéral Test unilatéral
RBP 356 280
NAG 440 346

Tableau 4a : Effectifs calculés par groupe d’exposition. A=0.1m,, a=5%, (1-B)=80%.

Notre étude portant sur trois groupes d’exposition, la taille totale de 1’échantillon devrait étre
de 840 a 1320, donc avoisiner ou dépasser le millier pour satisfaire aux criteres souhaités (a et
B) selon les hypotheses spécifiées (analyte urinaire, test uni- ou bilatéral). Toutefois, deux
mesures d’exposition et d’effet étant prévues par sujet (deux vagues de prélevements
biologiques a deux saisons différentes), nous devrions, d’apres des études antérieures sur la
variabilité intra-individuelle des marqueurs précoces de néphrotoxicité (Stengel et al. 1999),
pouvoir diminuer la taille de 1I’échantillon de 20% tout en conservant la méme puissance.

A titre indicatif et afin de montrer I’influence des hypotheses relatives a I’ampleur de la
variabilité attendue (A) sur I’effectif calculé (n), nous donnons également les résultats obtenus
en supposant une augmentation de la moyenne entre les deux groupes d’exposition égale au
quart et a la moitié de I’écart-type (A=0.25s et A’=0.50s). Dans ce cas, la taille de
I’échantillon ne dépend plus de p; ni de o, donc ne dépend plus de I’analyte considéré, et
I’équation (1) s’écrit :
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20’
d’ 3)

n=

ou d est égal a 0.25 (A=0.25s) ou 0.50 (A’=0.50s).

On constate (tableau 4b) une réduction considérable de 1’effectif nécessaire (de 1’ordre de
30% pour A=0.25s), I’effet a mettre en évidence étant plus important (A=0.1m; correspond a
A=0.21s pour la RBP et A=0.19s pour la NAG).

A Test bilatéral Test unilatéral
0.25s 251 198
0.50s 63 50

Tableau 4b : Effectif calculé par groupe d’exposition. A=0.25s et A’=0.50s, 0:=5%, (1-B)=80%.

Enfin, a I’aide du logiciel G-Power (Faul and Erdfelder 1992), nous avons procédé a une
analyse de puissance a partir des estimations du tableau 3 concernant la RBP et la NAG afin
d'alimenter la discussion de I’équilibre a trouver entre contraintes matérielles de réalisation et
exigences de validité des résultats et pourront alimenter 1’interprétation et la discussion des
résultats de I’étude.

En conclusion, nous appuyant sur les hypotheses et calculs explicités ci-dessus, nous
prévoyons d’inclure un total de 900 sujets pour la premicre vague d’enquéte, soit un effectif
de 300 sujets par régions d’étude. Chaque groupe régional de 300 personnes sera stratifié sur
I’age (trois catégories) et le genre (deux catégories), de sorte que chaque sous-groupe régional
d’age-genre devrait étre constitué d’environ 50 personnes. La seconde vague d’enquéte pourra
étre allégée en fonction des résultats intermédiaires de la premiere. En particulier, en cas de
variabilité inter-individuelle des parametres d’exposition et d’effets supérieure a nos
hypotheses a priori, nous pourrons envisager de ne reconduire 1’étude que pour un sous-
échantillon de sujets, avec pour objectif principal d’évaluer la variabilité intra-individuelle des

marqueurs étudiés.

II.4  Choix des indicateurs d’exposition et d’effets

[1.4.1 Indicateurs d’exposition

Choix d’'une approche

Deux approches sont envisageables dans I’estimation de 1’exposition individuelle a I’OTA
(Armstrong et al. 1992): (1) une approche de « modélisation statistique » courante en
épidémiologie nutritionnelle (Willet 1998) qui utilise d’une part des données individuelles de
consommation recueillies par le biais d’un questionnaire alimentaire, et d’autre part des
données de contamination des denrées consommées par la population d’étude ; (2) une
approche de caractérisation biologique d’une substance, d’une structure ou d’un processus
témoignant directement de ou étant corrélé a 1’exposition considérée : le dosage de
biomarqueurs empruntant aux méthodes de I’épidémiologie moléculaire (Schulte and Perera
1993).
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La faisabilité de 1’évaluation de I’exposition individuelle usuelle a ’OTA par le biais d’une
enquéte alimentaire (1) repose sur la disponibilité des données sources et sur le choix d’un
modele statistique permettant de les combiner. Modéliser 1’exposition individuelle a I’OTA
nécessite :

— d’estimer les consommations alimentaires usuelles des individus de la maniere la moins
biaisée (problemes liés a I'incertitude, aux erreurs de mesures) et la plus précise possible
(problemes liés aux fluctuations d’échantillonnage au sens de « variabilité intra-
individuelle » des ingérés) (Kroes and al. 2002; Willet 1998). La réalisation d’enquétes
alimentaires quantitatives est lourde et comporte de nombreux biais, notamment de
mémoire, compliqués ici par un travail transculturel (ethnocentrisme des enquéteurs,
niveau d’instruction peu élevé des enquétés) (Cassidy 1994) ;

— d’estimer les niveaux de contamination des denrées alimentaires telles que consommées
en tenant compte des problemes d’échantillonnage (variabilit¢é des niveaux de
contamination dans un méme lot, entre différents lots, en fonction des saisons) (Kroes and
al. 2002; Whitaker 2003) et de la validité des méthodes analytiques (Brera and Miraglia
1996; Gilbert and Anklam 2002) ;

Dans le contexte d’étude qui est le notre, il n’est pas envisageable d’effectuer une enquéte
alimentaire quantitative satisfaisante sur le plan méthodologique, alliant carnet alimentaire ou
rappels de 24h non consécutifs et plan d’échantillonnage alimentaire ad hoc. En effet, nous
avons montré a partir d’un travail méthodologique sur des données francaises, que le nombre
de jours d’enquéte nécessaires a 1’estimation de 1’exposition individuelle a ’OTA avec une
précision de 10% avoisinait les 70 (Counil et al. 2005b), ce qui est infaisable en pratique (cf.
chapitre 2, partie 2). A noter toutefois : du fait des habitudes alimentaires généralement moins
diversifiées dans la population rurale tunisienne que dans la population générale frangaise, on
peut s’attendre a une moindre variabilité intra-individuelle des ingérés et donc au fait que le
nombre de 70 jours soit surestimé. Plus importante encore est I’hypothese formulée plus haut
(I1.2) selon laquelle le principal facteur de variation géographique de I’exposition a ’OTA
attendue dans la population tunisienne est la variabilité des niveaux de contamination des
denrées alimentaires. Or les données de contamination actuellement disponibles en Tunisie
sont peu nombreuses et ne sont représentatives ni de la situation nationale, ni des variations
régionales.

Aussi avons-nous choisi d’évaluer I’exposition individuelle a I’aide d’indicateurs biologiques
simples (2), facilement utilisables dans le cadre d’une enquéte épidémiologique de terrain :
I’OTA sérique et I’OTA urinaire. Leur limitation majeure est que 1’on ne connait pas avec
certitude la fenétre temporelle d’exposition a laquelle ils se rapportent (quelques mois pour
I’OTA sérique, probablement plus court terme pour I’OTA urinaire), ni I’importance de la
variabilité intra-individuelle par rapport a la variabilité inter-individuelle dans notre
population d’étude. Afin d’appréhender cette variance intra-individuelle, il est prévu
d’effectuer deux prélevements sur chaque sujet a deux saisons différentes (automne et
printemps). Cela ne nous donnera pas d’indication sur la variabilité a trés court terme du
biomarqueur (nycthémere, variations journalieéres) mais permettra d’appréhender un éventuel
« effet saison ». En raison de ces incertitudes, la terminologie d’ « indicateur d’exposition »
est par la suite préférée a celle de « bio-marqueur » ou « marqueur biologique d’exposition ».
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Présentation des indicateurs d’exposition

L’OTA sérique a jusqu’ici été I’indicateur utilis€ quasi-systématiquement comme mesure
biologique de [I’exposition a IOTA chez I’homme, probablement pour des raisons
« historiques » : disponibilité d’une méthode analytique (Frohlich et al. 1988; Zimmerli and
Dick 1995), début de caractérisation, quoique toute relative, de ses propriétés toxico-
cinétiques (Stander and al. 2001; Studer-Rohr et al. 2000), et par suite, par souci de
comparabilité des nouveaux résultats a ceux précédemment publiés.

L’OTA urinaire, quoique moins étudiée, moins utilisée et moins abondante que dans le sang
(probleme des limites de détection et de quantification), présente un double avantage : les
urines sont une matrice moins invasive a prélever, donc assurant en principe une bonne
participation (acceptabilité) ; la seule étude de validation par repas dupliqués a mis en
évidence une meilleure corrélation entre OTA alimentaire et OTA urinaire qu’avec I’OTA
plasmatique (Gilbert et al. 2001).

C’est pourquoi le principal indicateur d’exposition que nous utiliserons dans nos analyses sera
I’OTA urinaire. Toutefois, afin de pouvoir comparer nos résultats a ceux précédemment
publiés, 'OTA plasmatique sera également mesurée. Les aspects abordés dans les
paragraphes suivants sont relatifs a la validité « épidémiologique » des indicateurs et se
réferent a la littérature relative a I’utilisation de marqueurs biologiques en épidémiologie.

Prévalence et concentrations

Les tableaux 5a et 5b présentent quelques résultats quantitatifs obtenus dans différentes
populations au cours des 15 dernieres années pour le dosage de I’OTA dans des échantillons
d’urines de 24h et de plasma ou de sérum.

Pays N LOD >LOD/LOQ Min-Max u+ET Référence
Grande-Bretagne 50 0.010 93% 0.007-0.058 0.021+0.003 (Gilbert et al. 2001; MAFF 1999)
Bulgarie 31 0.005 13% 0.017-0.041 - (Castegnaro et al. 1991)
Bulgarie 16 4 (LOQ) 98% 0.010-1.910 0.132+0.219 (Petkova-Bocharova et al. 2003)
Italie 38 0.005 58% 0.012-0.046 - (Pascale and Visconti 2001)

Hongrie 88 0.005 61% 0.006-0.065 0.013 (Fazekas et al. 2005)

Tableau Sa : Niveaux d’OTA urinaire (ng/ml) dans quelques populations.
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Pays N LOD >LOD min-max UtET Habitat Facteurs de variation Interprétation Référence

NB : ouvriers de I'industrie

Algérie 346 0.1 67% <0.10-9.00 2.80+2.60 - métallique Céréales importées (Khalef et al. 1993a)
Allemagne 1732 0.06 92% <0.06-2.03 0.23 - - - (Miraglia and Brera 2002)
Canada 144 0.15 100% 0.29-2.37 0.88+0.35 Urbain Localisation géographique Reg!mg _al,lmentalre (porg) eF/ou (Scott et al. 1998)
Variabilité de la contamination
. o . . - ) Régime alimentaire (céréales, porc) (Peraica et al. 1999;

Croatie 983 020 48% <0.20-15.90 0.30 Urbain Région, Saison Conditions climatiques saisonniéres Peraica et al. 2001)

Espagne 75 0.52 53% <0.52-4.00 0.71+0.69 - Mois de 'année - (Jimenez et al. 1998)
o . . e Régime alimentaire )

France 60 0.10 18% 0.10-11.80 1.17+1.55 Urbain et rural Ruralité, Région (biére, foie gras, magrets, volailles) (Eko-Ebongue et al. 1994)
Grande- o ) . A . s S , (Gilbert et al. 2001;
Bretagne 50 0.10 100% 0.40-3.11 1.10£0.34 Urbain Age Moindre efficacité de I'élimination de 'OTA MAFF 1999)
Hongrie 355 0.20 82% <0.20-10.00 - - - - (Solti et al. 1997)

. o ) ) . . Conditions climatiques particuliéres et variabilité .
ltalie 137 0.10 97% 0.12-2.84 0.56 Urbain (Sexe), Saison, Taille saisonniére des régimes alimentaires (Palli et al. 1999)

Japon 184 0.01 85% <0.01-0.28 0.07 Urbain - - (Ueno et al. 1998)

Liban 250 0.10 33% 0.10-0.87 0.17+0.01 Urbain et rural Ruralité, Région Régime alimentaire (Assaf et al. 2004)

Maroc 309 0.10 60% 0.10-6.59 0.29 - - - (Filali et al. 2002)
Norvege 206 0.01 100% <0.01-0.78 0.18+0.11 Consommations alimentaires Pain complet, Réti de porc, Paté de foie (Thuvander et al. 2001)

Suade 297 0.30 13% <0.3-6.7 - Urbain Localisation géographique Régime alimentaire (céréales locales, porc) (Breitholtz et al. 1991)

200 0.01 100% <0.01-1.23 0.21+0.17 Consommations alimentaires Vin rouge, Biscottes (Thuvander et al. 2001)

Suisse 368 001  100%  0.06-6.02  0.39 - L°Ca"3?,§;egsee°lg;ag:“q“e ™ Régime alimentaire (céréales, café, raisin, vin, biére)  (Zimmerli and Dick 1995)

Turquie 40 0.20 100% 0.19-1.43 0.44+0.28 - - - (Ozcelik et al. 2001)

Tableau Sb : Niveaux d’OTA plasmatique/sérique (ng/ml) et leurs déterminants dans quelques populations.
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Validité épidémiologique
Pour étre valide, un marqueur biologique doit (Schulte and Talaska 1995) :
(1) étre biologiquement pertinent ;
(2) étre caractéris€ sur le plan toxico-cinétique (Absorption, Distribution, Métabolisme,
Elimination) ;
(3) correspondre a une fenétre d’exposition pertinente sur le plan de la pathogenese ;
(4) étre caractérisé sur le plan des facteurs de variation et de confusion dans la population
étudiée ;
(5) présenter une bonne faisabilité dans sa mise en ceuvre.

Le tableau 6 récapitule les principales données d’intérét qui sont développées dans les
paragraphes suivants.

Parameétre OTA plasmatique OTA urinaire Référence
Toxicocinéii t; 2136 jours® ~ t,,:non caractérisé (Schwerdt and al. 1999;
oxico-cinetique >95% : OTA—pro;eme (albumine) OTA libre Studer-Rohr et al. 2000)
<5% : libre/érythrocytes
LOD (ng/ml) 0.10 0.01
i (Gilbert et al. 2001)
Etendue (ng/ml) 0.40-3.11 <0.01-0.058
- (Age) — Saison — Genre - Région A . -
Facteurs de variation Nycthémere (Age) (Gilbert et al. 2001; Palli et al. 1999)
r° 2 mesures 0.05 - (Palli et al. 1999)
r° OTA repas dupliqués r=0.25 r=0.52* (Gilbert et al. 2001)
CViner” 158% 154%
(Petkova-Bocharova et al. 2003)
CVint” 45% 140%

a : un volontaire ; b : coefficient de corrélation de Spearman ; c : coefficient de corrélation de Pearson ; d : nous avons
calculé les CViner et CVinya par décomposition de la variance a partir des données rapportées dans la publication citée,
c’est-a-dire 5 prélevements par personne a une semaine d’intervalle réalisés sur 16 personnes * : p<0.05.

Tableau 6 : Caractéristiques des indicateurs d’exposition a ’OTA.

(1) Pertinence biologique

Le marqueur doit se trouver sur un continuum d’événements susceptibles de survenir entre
I’exposition et les effets associés a cette exposition (a). En outre, la corrélation entre un grand
nombre de réplications de la mesure du marqueur chez le méme individu et la valeur vraie de
I’exposition étudiée (ici les ingérés alimentaires usuels) doit approcher 1 (b). Enfin, le
marqueur devrait permettre de quantifier le niveau des ingérés alimentaires sur une échelle
absolue, mais établit généralement un classement des individus selon leur niveau relatif
d’exposition (c).

(a) Dans le cas de 'OTA, c’est la toxine elle-méme que nous proposons de doser dans le sang
et les urines. L’OTA est expérimentalement plus toxique que ses métabolites identifiés
(Dirheimer and Creppy 1991). Ceci peut étre dii au fait qu’elle est éliminée plus lentement
(demi-vie plus longue) (Li et al. 1997), qu’elle s’accumule dans les cellules rénales (Li et al.
2000; Li et al. 1997; Schwerdt et al. 1996), ainsi qu’a la relation structure-activité de la
molécule dont la toxicité serait attribuable a la partie iso-coumarine et impliquerait également
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le groupe carbonyl-lactone (Xiao et al. 1996). A la lumiére de ces arguments, doser I’OTA
native dans des matrices accessibles semble pertinent sur le plan biologique, méme si on ne
sait pas quelles fractions de I’OTA sérique et urinaire interagissent effectivement avec les
tissus rénaux (dose biologiquement active). Notons que dans 1’optique de pouvoir reconstituer
les ingérés alimentaires davantage que de s’approcher de la dose biologiquement active,
d’autres marqueurs pourraient €tre envisagés, tels que 1’ochratoxine o (Oa), principal
métabolite de I’OTA issu de I’hydrolyse de la toxine par la microflore intestinale via la
carboxypeptidase (Madhyastha et al. 1992; Marquardt and Frohlich 1992), qu’on retrouve
dans les urines chez le rat mais dont la demi-vie serait plus courte que celle de I’OTA (Li et
al. 2000; Li et al. 1997). De plus, il n’est pas exclu que le métabolisme provenant d’analogues
de ’OTA conduise a la formation d’Oa (Hadidane et al. 1992), ce qui en fait un marqueur
potentiellement peu spécifique de 1’exposition considérée. Son utilisation nécessiterait donc
une étape préalable de développement et de caractérisation qui n’est pas ici envisageable.

(b) La seule étude de validation utilisant la méthode des repas dupliqués comme étalon-or et
réalisée dans des conditions quasi-expérimentales (Gilbert et al. 2001) a mis en évidence une
meilleure corrélation entre OTA alimentaire (échantillon composite des repas dupliqués sur
30 jours) et OTA urinaire (échantillon composite de 5 prélevements d’urines de 24h a
intervalles d’une semaine, r=0.52, p<0.05) qu’avec I’OTA plasmatique (échantillon
composite de 5 prélevements de sang veineux a intervalles d’une semaine, r=0.25, p>0.05),
allant dans le sens d’une meilleure pertinence biologique de I’OTA urinaire dosée dans ces
conditions. Toutefois cette corrélation est trop faible pour €tre utilisée de maniere prédictive.

(c) La quantification des ingérés est des plus pertinentes dans le cadre de la comparaison de la
distribution des expositions a une valeur toxique de référence (DJT) ou pour la proposition
d’une nouvelle valeur de référence a partir de résultats épidémiologiques. Consécutivement,
des limites maximales de toxique peuvent également étre proposées pour les principaux
vecteurs alimentaires identifiés.

Dans le cas de I’OTA, Breitholtz et al. (1991) ont proposé d’utiliser la formule de (Klaassen
1986) pour convertir les données plasmatiques en ingérés alimentaires quotidiens :

B Cplamw . Clpluma Cplasma : cpncentrahon plasmatique
KO = Clpiasma : Clearance plasmatique
A A : biodisponibilité

A s’éleve a 50% chez la plupart des especes animales. La clearance plasmatique est assimilée
au taux de filtration rénal de I’OTA, lui-méme estimé a 0.67ml/kg p.c./jour a partir du débit
de filtration glomérulaire de I’inuline et de la fraction libre de I’OTA, soit un rapport
Clpusma/A de 1.34 (Hagelberg et al. 1989). Dans ce cas, la clairance est susceptible d’€tre sous-
estimée, puisque 1’on considere que la seule voie d’élimination de ’OTA est la filtration
rénale. Or il existe un facteur pouvant aller jusqu’a 10 entre la fraction d’OTA éliminée par
cette voie chez le singe (100%) et chez le rat ou le porc (11 et 14% respectivement)
(Hagelberg et al. 1989). Schlater et al. (1996) proposent quant a eux un rapport de 1.97 sur la
base d’une donnée obtenue chez I’homme (clairance rénale de 0.99ml/kg p.c./jour (Studer-
Rohr et al. 2000). Nous considérons ici que la clairance et la concentration sériques de I’OTA
égalent la clairance et la concentration plasmatiques.

Concernant I’OTA urinaire, aucune relation quantitative avec les ingérés n’a été établie chez
I’animal ni chez I’homme. Les données biologiques permettront donc au mieux de classer les
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individus relativement a leur niveau d’exposition individuelle sans permettre de reconstituer
les ingérés et de les comparer aux valeurs toxiques en vigueurs.

(2) Toxico-cinétique

La toxico-cinétique de ’OTA a été étudiée chez I’animal (Galtier 1991) mais reste encore
largement inconnue chez I’homme. Des données expérimentales obtenues chez le rat et
d’autres mammiferes indiquent que I’OTA ingérée par voie alimentaire est absorbée
passivement a travers le tractus gastro-intestinal (Kumagai and Aibara 1982) avec une bio-
disponibilité d’environ 50% (Hagelberg et al. 1989). Elle se retrouve dans la circulation
générale majoritairement liée a des protéines de fort poids moléculaire telles que 1’albumine
sérique, avec une fraction libre inférieure a 0.2% (Hagelberg et al. 1989; Stojkovicacute and
et al. 1984). Elle est également sujette a des phénomenes de sécrétion et de réabsorption
intestinale via le cycle entéro-hépatique (Fuchs and al. 1988; Roth et al. 1988). L’OTA est
filtrée par les glomérules rénaux puis sécrétée et réabsorbée activement le long du néphron
(Dahlmann et al. 1998; Zingerle et al. 1997). L’excrétion urinaire est une voie d’élimination
importante, de sorte que 1’on retrouve des quantités détectables d’OTA dans les urines
(Galtier et al. 1979; Kumagai 1985). Cependant, une part importante de ’OTA administrée
n’est pas détectée sous la forme native ou de métabolites connus (OTA, Ota, OH-OTA) (Li et
al. 1997). Chez le rat, notamment, seulement 2 a 6% de la dose ingérée est retrouvée dans les
urines sous forme d’OTA (Storen et al. 1982; Zepnik et al. 2003) et la part d’OTA €éliminée
via I’urine estimée a 48% (Li et al. 1997).

Ces observations amenent a envisager trois hypotheses non mutuellement exclusives :

— une autre voie d’élimination, par exemple la voie biliaire, existe voire prédomine chez
certaines especes (Hagelberg et al. 1989; Kuhn et al. 1995; Orti et al. 1986; Roth et al.
1988) ;

— I’OTA s’accumule dans I’organisme (Studer-Rohr et al. 2000), en particulier dans le sang
et, quoique dans une moindre mesure, dans les cellules rénales ; cette accumulation
s’explique par la liaison de ’OTA avec I’albumine sérique et d’autres protéines de fort
poids moléculaire, la circulation entéro-hépatique et la réabsorption rénale (cf. supra) ;

— d’autres métabolites ou des formes conjuguées de I’OTA (conjugaison a [’acide
glucuronique) sont présents dans les urines mais non détectés (Kamimura et al. 1992;
Studer-Rohr et al. 2000; Zepnik et al. 2003).

(3) Fenétre temporelle

C’est en général I'ingestion passée ou long-terme qui est pertinente pour la mise en relation
de I’exposition avec 1’état de santé ou les effets précoces étudiés. Cependant, dans le cas
d’expositions habituelles (relativement constantes au cours du temps) ou répétées, telles que
le tabagisme et I’ingestion d’aflatoxines, un petit nombre de mesures chez un méme individu
d’'un marqueur a court ou moyen terme peut fournir une estimation raisonnable de
I’exposition sur le long-terme (Coggon and Friesen 1997).

Dans le cas de ’OTA, le délai entre la survenue de I’exposition et la survenue d’effets
toxiques susceptibles d’étre détectés via la protéinurie et I’enzymurie demeure inconnu, si tant
est que ces effets soient observables chez ’homme et prédictifs d’une évolution vers un état
pathologique. En posant 1I’hypothese d’une exposition relativement constante au cours du
temps (en dehors des variations saisonnicres et séculieres de régime alimentaire et des
niveaux de contamination des denrées), I’exposition usuelle serait le parametre a estimer. Un
marqueur a court-moyen terme mesuré a différentes saisons ou un marqueur long terme
mesuré une seule fois seraient alors pertinents.
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Chez I’animal, la demi-vie apreés administration per os varie entre 41 min. chez le poisson et
21 jours chez le singe (Hagelberg et al. 1989). Chez I’homme, (Studer-Rohr et al. 2000)
rapportent une demi-vie sérique d’environ 36 jours. Ce résultat provient d’une expérience
réalisée chez un seul volontaire ayant ingéré de I’OTA marquée dissoute dans un solvant (ce
qui peut en modifier la biodisponibilité) et ne saurait constituer a elle seule une validation de
la fenétre temporelle d’exposition a laquelle se rapporte le marqueur. Toutefois, en premiere
approximation, on consideére que la demi-vie probable de I’OTA chez ’homme est comprise
entre 20 et 50 jours, proche de celle du singe.

Palli et al. (1999) considerent ’OTA sérique comme un marqueur a court-moyen terme qui
manifeste une forte variabilité intra-individuelle (corrélation quasi-nulle entre deux mesures
chez un méme individu a un an d’intervalle). Cette mesure serait donc difficilement
interprétable en terme d’exposition individuelle mais pourrait permettre de caractériser des
groupes particuliers dans le cadre d’études épidémiologiques prospectives.

Bien qu’aucune donnée relative a la demi-vie et la variabilité intra-individuelle de I’OTA
urinaire n’ait a ce jour été publiée, les résultats de Gilbert et al (2001) suggerent que I’OTA
dosée dans un échantillon composite d’urines de 24h prélevées sur un période d’un mois a
intervalles réguliers reflete les ingérés du mois passé (cf. corrélation statistiquement
significative de 0.52, tableau 6). Les auteurs concluent que I’OTA urinaire présente un intérét
considérable en tant que marqueur d’exposition, si tant est que sa variabilité temporelle soit
plus completement caractérisée.

(4) Facteurs de variation

Les sources potentielles de variation des concentrations de marqueurs biologiques (variations
vraies et erreurs de mesure) sont au nombre de quatre (Vineis 1997) :

(a) La variabilité inter-individuelle ;

(b) La variabilité intra-individuelle ;

(c) La variabilité d’échantillonnage ;

(d) La variabilité analytique.

(a) Variabilité inter-individuelle

La variabilité inter-individuelle est liée aux effets du régime alimentaire, de la région de
résidence, du genre, de I’age, du poids corporel, et de 1’origine ethnique (polymorphisme des
enzymes intervenant dans la détoxication et I’élimination des xénobiotiques) sur le niveau
d’ingestion et le devenir de la toxine dans l’organisme. Afin d’augmenter les chances
d’observer une association entre 1’exposition et les effets étudiés, il est important de constituer
un échantillon contrast¢ au regard des niveaux d’exposition, c’est-a-dire d’obtenir une
variabilité inter-individuelle la plus grande possible au sein de 1’échantillon d’étude, toutes
choses étant comparables par ailleurs afin d’éviter les biais différentiels de sélection et
d’information. A partir des résultats de Petkova-Bocharova et al. (2003), nous avons estimé
une variabilité inter-individuelle importante (CViper-ingiviaus de 158 et 154% respectivement
pour I’OTA sérique et urinaire) chez 16 personnes résidant dans une région de Bulgarie ou la
NEB sévit de maniere endémique, indiquant une forte variabilité de 1’exposition a I’OTA,
dans certaines populations au moins.

Palli et al (1999) ont mis en évidence sur un échantillon de 137 sérums que les nivaux d’OTA
étaient significativement plus élevés chez les hommes que chez les femmes et étaient
positivement corrélés a la taille. Les échantillons prélevés en été présentaient par ailleurs des
niveaux supérieurs a ceux prélevés en hiver. Un phénomene saisonnier similaire, portant a la
fois sur la prévalence et la concentration d’OTA dans le sang, avait été décrit par Hald (1991)
sur un échantillon de 144 sérums humains au Danemark, par Golinski et al. (1991) sur 1065
sérums humains en Pologne et par Frohlich et al. (1991) et Ominski et al. (1996) sur pres de
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1800 sérums de porc au Canada. L’effet de 1’age n’était pas significatif (3 groupes d’age)
dans I’étude de Palli et al (1999), alors que Gilbert et al (2001) ont détecté sur un échantillon
de 50 sujets une tendance a 1’augmentation des niveaux d’OTA plasmatique avec 1’age, ainsi
qu’une tendance a la diminution de I’OTA urinaire. Ces tendances inverses sont toutefois non
statistiquement significatives, ce qui peut étre dii au petit nombre d’échantillons analysés.
Elles pourraient notamment s’expliquer par une diminution de I’efficacité de 1’élimination
rénale de ’OTA avec I’age.

(b) Variabilité intra-individuelle
La variabilité intra-individuelle correspond :
— aux variations physiologiques (liées a I’état de santé, au nycthémere) de 1’absorption, la
distribution, le métabolisme et I’élimination de la toxine.
— aux variations temporelles des ingérés, li€es aux variations saisonnieres et calendaires des
niveaux de contamination des aliments consommés et du régime alimentaire ;
Lorsque la variabilité intra-individuelle est élevée par rapport a la variabilité inter-
individuelle, la mesure du marqueur n’est pas représentative de 1’exposition long-terme et le
marqueur ne peut pas étre considéré comme valide, ne permettant pas de discriminer les sujets
en fonction de leur niveau usuel d’exposition.
Studer-Rohr et al (2000) ont mis en évidence une variabilité intra-individuelle importante
(d’un facteur 1.2 a 3) des niveaux plasmatiques chez six des huit volontaires suivis sur une
période de deux mois. De méme, Palli et al (1999) ont trouvé une corrélation quasi-nulle entre
68 paires d’échantillons de sérum prélevés chez les mémes individus a un an d’intervalle.
Aucun élément d’interprétation n’est toutefois fourni, de sorte que cette variabilité pourrait
étre d’origine exogene (variation de la diete individuelle et des niveaux de contamination) ou
endogene (variation physiologique du métabolisme et de I’élimination de I’OTA). En
revanche Gilbert et al (2001) trouvent un coefficient de corrélation de 0.73 entre les niveaux
d’OTA dosés dans un échantillon composite de quatre plasmas prélevés a une semaine
d’intervalle et dans un échantillon de plasma prélevé un mois avant le premier des
prélevements de 1’échantillon composite, ce qui va plutdt dans le sens d’une faible variabilité
intra-individuelle a cette échelle de temps. Ceci pourrait s’expliquer par une exposition
alimentaire relativement constante au cours de la période d’étude (deux mois) assortie d’une
variabilité endogene faible dans le groupe étudié. De méme, a partir des données du suivi de
16 personnes résidant dans une région de Bulgarie ou la NEB sévit de maniere endémique
(Petkova-Bocharova et al. 2003), nous avons estimé a 45% seulement le CViygraindividu de
I’OTA sérique, bien plus bas que celui obtenu dans la méme étude pour ’OTA urinaire
(140%). Aucune autre étude ne permet a ce jour de caractériser la variabilité intra-individuelle
(circadienne, saisonniere) de I’OTA urinaire, les données de Gilbert et al. (2001) n’ayant pas
¢été publiées sous leur forme désagrégée.

(c) Variabilité d’échantillonnage

La variabilité de I’échantillonnage est liée au moment (variations circadiennes), aux modalités
(position du sujet), et au site histologique ou le prélevement est effectué (en particulier pour
les cellules muqueuses). Elle peut introduire de la variabilité intra-individuelle ou inter-
individuelle si les prélevements ne sont pas effectués dans des conditions standardisées.

Cette question est particulicrement sensible pour ce qui est des urines. La collecte des urines
de 24h est logistiquement lourde et tres contraignante pour les participants. Elle n’est pas
envisageable dans le cadre de notre étude et risquerait d’engendrer des biais de mesure
importants en raison de collectes incompletes ou incorrectes (K/DOQI 2002). Un spot des
secondes urines du matin sera récolté. Or les variations possibles de I’élimination urinaire de
I’OTA au cours du nycthémere demeurent inconnues.
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(d) Variabilité analytique

Il peut exister une variabilité entre les lots (« between-batch ») et au sein d’'un méme lot
(« within-batch ») d’échantillons analysés. Elle résulte des variations de préparation, de
stockage et/ou de conditions d’analyse (expérimentateur, réactifs) pour les différents
échantillons d’un méme individu (introduisant une erreur dans la mesure de la variabilité
intra-individuelle) ou d’individus différents (introduisant une erreur dans la mesure de la
variabilité inter-individuelle). Cet aspect est abordé au paragraphe relatif a la validation de la
méthode de dosage de I’OTA dans les matrices biologiques. L’urine et le sérum sont des
matrices complexes et riches en protéines, c’est pourquoi 1’étape d’extraction est critique. De
plus, les teneurs urinaires étant généralement tres basses (de I’ordre de quelques dizaines de
ppb), les limites de détection doivent &étre tres sensibles, notamment grace a 1’étape de
purification (Valenta 1998).

(5) Faisabilité

La faisabilit¢ de [I’utilisation d’un marqueur biologique dépend de I’acceptabilité des
prélevements biologiques par les sujets se prétant a la recherche, du cofit et du temps
nécessaire a I’analyse de chaque échantillon (Schulte and Perera 1997) et des exigences
pratiques liées aux conditions du terrain et aux contraintes analytiques (fragilité des
spécimens/analytes et difficultés de conservation). Le recueil des secondes urines du matin est
en général considéré comme aisé et acceptable. Le recueil d’un petit échantillon de sang
veineux est quant a lui généralement moins largement accepté et requiere le savoir-faire de

personnels paramédicaux.

[1.4.2 Indicateurs d’effets toxiques rénaux

Sites d’action de 'OTA

Les études de néphrotoxicité expérimentale réalisées chez différentes especes mammiferes in
vivo et in vitro ont révélé que le site d’action et la nature des effets toxiques induits par I’OTA
dépendaient de la voie, de la dose, et de la durée d’exposition (Gekle and Sildernagl 1996).
Des altérations structurales et fonctionnelles ont été majoritairement observées au niveau du
tube contourné proximal (Gekle and al. 1998; Jung and Endou 1989; Krogh and al. 1974) et
du tube collecteur (Gekle et al. 2005) a des doses (sub-)chroniques, notamment une
perturbation de la sécrétion des anions organiques et une augmentation de 1’excrétion urinaire
des protéines. Les parametres clés de la néphropathie interstitielle chronique ont pu étre
induits in vitro sur des cellules du tubule proximal (Sauvant et al. 2005).Toutefois, des effets
post-proximaux ainsi qu’une réduction du débit de filtration glomérulaire ont pu étre observés
dans certains cas (Gekle et al. 2005; Gekle and Sildernagl 1994). La Figure 2 illustre les
différents segments du néphron et les effets de I'OTA s’y manifestant a faibles doses.
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Figure 2 : Altérations fonctionnelles rénales induites par une exposition chronique a I’OTA
(Gekle et al. 2005).

Choix des indicateurs de néphrotoxicité

Un certain nombre de marqueurs urinaires de néphrotoxicité ont ét€ développés et sont
utilisés depuis plusieurs décennies en épidémiologie des risques professionnels et
environnementaux (Lauwerys et al. 1992; Mueller et al. 1997; Roels et al. 1999). Les profils
urinaires protéiques et enzymatiques varient en fonction de la toxine incriminée et reflétent a
la fois la région fonctionnelle du rein affectée et la gravité des 1ésions structurelles et/ou
fonctionnelles. La sensibilité de certains marqueurs permet en outre de détecter des effets
précoces, avant toute manifestation clinique (Price 2000).

Deux limitations principales rendent cependant difficile I’interprétation des analyses
urinaires : (a) I’absence relative de spécificité d’un marqueur vis-a-vis d’une exposition :
spécificité d’atteinte mais pas de toxine ; (b) leur faible valeur prédictive (ou son caractere
inconnu) d’une progression vers une affection rénale pouvant faire 1’objet d’un diagnostic
clinique. Or pour étre validé comme biomarqueur d’effet précoce, le parametre biochimique
mesuré doit réellement se trouver sur la chaine de pathogenese et ne pas résulter d’'une simple
réponse adaptative. Seules 1’albumine et la B2-microglobuline urinaires ont été validées
comme ayant une valeur prédictive positive satisfaisante.

Pour ces différentes raisons, nous préférons utiliser un petit nombre de marqueurs
soigneusement choisis permettant d’explorer I’existence d’une lésion rénale, sa nature
(structurelle, fonctionnelle), la principale région affectée (glomérule, tube contourné
proximal ; il n’existe cependant pas a ce jour de marqueur de lésions interstitielles ni de
marqueur véritablement spécifique de la région distale du tube contourné) et la gravité des
effets néphrotoxiques induits (Mueller and al. 1997). L’utilisation d’une batterie minimale de
marqueurs permet a la fois d’améliorer la valeur prédictive positive du test et de minimiser la
proportion de faux positifs et de faux négatifs qui biaisent les résultats (Price and al. 1997).
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Une revue de la littérature nous dirige ainsi vers deux séries de tests (Price and al. 1997; Price
2000) :

— Deux tests a valeur diagnostic :

— Les bandelettes urinaires : protéinurie totale (« dipstick positive proteinuria » :
indicateur d’une affection rénale détectable sur le plan clinique), densité urinaire,
glucosurie (indicateur d’un diabete « sucré »), hématurie et leucocyturie (suspicion
d’infection urinaire) ;

— La créatinine sérique : marqueur de la fonction rénale indiquant une insuffisance
rénale chronique débutante ou modérée ; en effet, la créatininémie permet d’obtenir
une estimation (Cockroft and Gault 1976) de la clairance de la créatinine qui reflete le
débit de filtration glomérulaire (DFG ou GFR), principal parametre de la fonction
rénale en pratique clinique (K/DOQI 2002) ;

— Une batterie de quatre tests urinaires classiques, assez sensibles pour permettre la
détection de manifestations toxiques spécifiques de différents segments du néphron
(marqueurs précoces de « 1ésions » ou d’« atteintes » rénales) :

— Une protéine de fort poids moléculaire, marqueur de I’intégrité glomérulaire :
I’albumine (LWALB) ;

— Un enzyme marqueur de 1’intégrité tubulaire : la N-acétyl-B-D-glucosaminidase
(NAG) ;

— Une protéine de faible poids moléculaire, marqueur de réabsorption et de sécrétion
tubulaire : la Retinol Binding Protein (RBP) ;

— Une autre protéine de faible poids moléculaire a sécrétion tubulaire: la p2-
microglobuline (f2M).

Les marqueurs d’atteintes tubulaires (NAG, RBP et 2M) ne concernent que le tube
contourné proximal.

Albumine

L’albumine, protéine de forte masse moléculaire (68 000), est normalement faiblement filtrée
a travers le glomérule rénal. Aussi, une élévation de 1’albumine urinaire indique-t-elle une
augmentation de la perméabilité glomérulaire en 1’absence d’un phénomene de réduction de la
réabsorption tubulaire de I’albumine. Principale protéine plasmatique filtrée par le glomérule
se retrouvant dans les urines, I’albumine constitue un marqueur de Iésion rénale au méme titre
que la protéinurie totale, quoique plus sensible et spécifique des atteintes liées au diabete
(K/DOQI 2002). En particulier, le dosage de la micro-albuminurie (WALB) permet de détecter
une protéinurie « pathologique » comprise entre 30 et 300 mg/g créatinine que la plupart des
bandelettes ne détecte pas (macro-albuminurie détectée par bandelette réactive correspondant
a des concentrations en albumine de plus de 300 mg/g créatinine).

N-acétyl-B-D-glucosaminidase

La N-acétyl-B-D-glucosaminidase (NAG) est un enzyme lysosomal des cellules tubulaires
rénales qui intervient dans le catabolisme des glycoprotéines. Les valeurs basses retrouvées
dans les urines de personnes en bonne santé correspondent I’activité normale d’exocytose et
de pinocytose des cellules épithéliales. En revanche, une élévation de I’activité de la NAG
dans les urines est un indicateur sensible de la présence de 1€sions tubulaires (Price 1992).
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B2-microglobuline et Retinol Binding Protein

La B2-microglobuline (f2M), protéine de faible masse moléculaire (11 800), fait partie des
antigenes membranaires du CMH et voit son excrétion augmenter en cas de 1ésions tubulaires
(Bernard and Lauwerys 1991). Ce marqueur est tres sensible aux atteintes du tubule proximal
car elle est normalement réabsorbée a 99.97% dans cette région du néphron; une
augmentation de 0.1% de la capacité de réabsorption du tubule proximal implique donc une
multiplication par trois des teneurs excrétées. Ceci en fait un outil de dépistage largement
utilisé depuis plus de 10 ans. La f2-microglobuline est cependant tres instable aux pH acides
qui caractérisent souvent les urines, et on lui préfere actuellement la RBP en dépit du
caractere incomplet de sa validation (Price and al. 1997). Elle sera néanmoins dosée afin de
pouvoir comparer nos résultats aux études antérieures, notamment concernant le diagnostic de
la NEB (Néphropathie Endémique des Balkans, (Hrabar et al. 1991; Hrabar et al. 1991;
Jevremovic et al. 1991; Rashad et al. 1991; Stefanovic et al. 1991), les effets néphrotoxiques
du cadmium (Hotz et al. 1999; Ikeda et al. 1995; Jin et al. 2002; Nakadaira and Nishi 2003) et
plus récemment de 1’exposition a I’OTA (Abid et al. 2003; Hassen et al. 2004).

La rétinol-binding protein (RBP) a pour fonction de transporter la vitamine A depuis le foie
jusqu’aux cellules épithéliales sous la forme d’un complexe tri-moléculaire prévenant ainsi
I’élimination de la vitamine dans les urines. La fraction libre de la RBP est, comme la 2M,
de faible masse moléculaire (2 100) et réabsorbée a 99.97% le long du tubule proximal en
I’absence de 1ésions. De plus, cette protéine est stable aux pH acides généralement rencontrés
dans les urines et ne nécessite donc pas de précautions particulieres lors du prélevement.

Créatinine urinaire

La concentration protéique des urines étant affectée par le volume urinaire et par le taux
d’excrétion protéique, la créatininurie sera également déterminée afin d’obtenir une
estimation de la concentration/dilution des urines et d’y rapporter les résultats des analyses
biochimiques (ug/g créatinine ou Ul/g créatinine) (K/DOQI 2002).

Valeurs ‘normales’ en population générale

Afin de pouvoir interpréter les variations de protéinurie et d’enzymurie attendues dans
I’échantillon d’étude, il est nécessaire de connaitre 1’étendue des valeurs considérées comme
«normales » dans la population étudiée, en dehors de toute manifestation infra-, sub-clinique
ou clinique. Le tableau 7 présente a titre indicatif quelques valeurs usuelles rencontrées en
population générale européenne et américaine.

Lo Médiane . L
Analyte urinaire L Unite Référence
(intervalle de fluctuation a 95%)
Créatinine 6ail2 mg/l (Boege 1998)
Albumine <300 mg/g créatinine (American Diabetes Association 2001)
2-microglobuline
B RBgP <0.300 mg/g créatinine (Bernard et al. 1997)
1.18 (femmes
= ( ) U/mmol créatinine (Jung et al. 1992)
<1.06 (hommes)
NAG 8.2 (i
.2 (femmes
<8.2( ) U/g créatinine (Boege 1998)

<5.8 (hommes)

Tableau 7 : Valeurs usuelles des parametres urinaires.
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Validité épidémiologique
(1) Sensibilité et spécificité
Un marqueur est dit sensible lorsqu’une petite variation du niveau d’exposition induit une
variation détectable du marqueur d’effet mesuré. Il est dit spécifique (de 1’exposition étudiée)
lorsque ses variations refletent celles du niveau d’exposition indépendamment d’expositions
concomitantes ayant pour cible le méme tissu/organe/fonction.
Les concentrations urinaires des marqueurs de néphrotoxicité choisis varient en fonction de la
toxine incriminée et refletent a la fois la région fonctionnelle du rein affectée et la gravité des
l1ésions structurelles et fonctionnelles. Leur sensibilité permet en outre de détecter des effets
précoces, avant toute manifestation clinique (Price 2000). Toutefois, ces marqueurs n’ont
encore jamais €té mis en relation avec I’exposition a 1I’OTA dans une population
apparemment bien portante, a I’exception de la B2-microglobuline dans un petit groupe de
sujets tunisiens témoins (Hassen et al. 2004). Une des limitations principales de ces
marqueurs rénaux est a ce titre I’absence relative de spécificité vis-a-vis de I’exposition : il
s’agit d’une spécificité d’atteinte, mais pas de toxine. Dans certains cas, comme pour le
cadmium, le plomb et le mercure, Price (2000) note cependant qu’il est possible d’identifier
des profils enzymatiques et protéiques spécifiques des atteintes d’un toxique donné.

(2) Pertinence biologique

L’autre limitation majeure de ces marqueurs est leur faible valeur prédictive (ou son caractere
inconnu) d’une progression vers une affection rénale pouvant faire I’objet d’un diagnostic
clinique. Or pour étre validé comme marqueur biologique d’effet, le parametre biochimique
mesuré doit (a) se trouver directement sur la chaine de pathogenese reliant exposition et
maladie, et ne pas résulter d’une simple réponse adaptative ; (b) €tre un substitut reflétant des
mécanismes biologiques similaires ; ou (c) représenter un mécanisme n’étant pas directement
impliqué dans la toxicité mais corrélé a la voie d’action du toxique considéré (Rothman et al.
1995; Schatzkin et al. 1990; Schulte 1989). Nombre des études ayant utilisé des marqueurs
d'effets rénaux précoces se sont limitées a une signification tres "physiologique" dans le cadre
d'études transversales. La valeur prédictive des marqueurs par rapport a 1'évolution vers des
pathologies rénales a long terme a été beaucoup plus rarement étudiée et prise en compte.
Ainsi, seules ont été validées comme ayant une valeur prédictive positive satisfaisante, la
microalbuminurie pour les atteintes glomérulaires liées au diabete : néphropathie diabétique
(Mogensen 1995; Mogensen and Christensen 1984; Parving and al. 1982; Viberti and al.
1982) et la f2-microglobuline ainsi que la RBP urinaires pour les atteintes tubulaires liées a
l'exposition chronique au cadmium (Bernard et al. 1997; Nishijo and al. 1994; Nishijo et al.
1994). Pour ces deux marqueurs, la validation a consisté en la répétition d’études
transversales et en la réalisation d’études longitudinales permettant d’étudier la force et la
significativité statistique des corrélations entre les niveaux de biomarqueurs et le déclin de la
fonction rénale.

(3) Facteurs de variation et de confusion

Certains facteurs physiologiques (age, sexe, corpulence, diurese, rythme circadien, pH
urinaire, tension artérielle systolique et diastolique, masse musculaire, activité physique) et
certaines conditions pathologiques (diabete, hypertension artérielle, prise de médicaments
néphrotoxiques) sont bien connus pour leurs effets sur I’excrétion urinaire des marqueurs de
toxicité rénale (Bernard and Lauwerys 1989; Bernard and Lauwerys 1991; Bianchi et al.
1999; Burchardt and Jung 1992; Jung et al. 1992; Kohno et al. 1985; Mogensen 1987). Ils
peuvent étre controlés a I’étape du protocole grace a la standardisation des méthodes et a
I’exclusion de certains sujets. D’autres facteurs tels que le tabac, la consommation d’alcool et
la prise de médicaments d’usage courant introduisent également de la variabilité dans les
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mesures de marqueurs. Dans 1’ensemble, ces facteurs expliqueraient de 13 a 21% de la
variance des mesures urinaires (Stengel et al. 1995). La composante génétique pourrait aussi
expliquer une part importante de la variance, jusqu’a 50% pour ce qui est de 1’excrétion
urinaire des enzymes lysosomaux (Paigen and al 1984).

Par ailleurs, I’excrétion des protéines de forte comme de faible masse moléculaire est accrue
durant la grossesse en raison de la diminution de la réabsorption tubulaire (Cheung et al.
1989; Hultberg et al. 1989; Skrha et al. 1989), c’est pourquoi nous décidons d’exclure les
femmes gestantes de 1’échantillon d’étude.

La variabilité intra-individuelle est inégalement documentée: un seul dosage de [2-
microglobuline était représentatif de 1’exposition environnementale moyenne au cours des
trois dernieres années dans un groupe de sujets japonais (Ariwasa and al. 1997) mais la
reproductibilité a court terme était faible chez les employés francais d’une imprimerie
(Stengel et al. 1995). Dans la méme étude, la reproductibilité de la microalbumine était élevée
(r=0.75) et celle de la NAG moyenne (r=0.51). Enfin, Mason rapporte une variabilité intra-
individuelle de 40% des dosages de RBP dans des spots urinaires obtenus sur une semaine
chez des sujets avec ou sans protéinurie (Bernard et al. 1997). Stengel et al. (1999) concluent
a propos de la microalbumine et de la NAG que bien que les variabilités intra- et inter-
individuelles soient presque €gales chez des sujets en bonne santé, il n’est pas nécessaire de
répéter systématiquement les mesures dans le cadre d’études épidémiologiques, sauf quand le
nombre de sujets est limité et que la puissance de I’étude en est réduite. Le suivi des
participants pendant deux vagues d’enquéte réalisées a deux saisons différentes devrait nous
permettre d’appréhender cette variabilité intra-individuelle a 1’échelle de quelques mois.

1.5 Recueil des informations individuelles

[1.5.1 Questionnaires administrés par un enquéteur

Type de questionnaires

Des données nominatives vont étre collectées afin de procéder a I’inclusion des participants,
d’interpréter les résultats et de se prémunir contre un certain nombre de biais d’information.
Trois types de questionnaires sont soumis aux participants par un enquéteur :

— Questionnaire d’inclusion et médical ;

— Questionnaire socioprofessionnel et habitudes de vie ;

— Questionnaires fréquence et habitudes alimentaire.

La passation de questionnaires par le biais d’une interview face-a-face (enquéteur-enquété) est
une méthode courante en épidémiologie (Armstrong et al. 1992). Elle est rendue ici
indispensable par le caractere rural de la population d’étude et le taux d’alphabétisation global
de 75.3% en 2002 qui cache des disparités fortes entre milieu rural et urbain, surtout en ce qui
concerne notre population d’étude agée de 18 ans et plus.

La présence d’un enquéteur présente I’avantage de favoriser la participation de la personne
interrogée, de minimiser le nombre d’items sans réponse, de limiter les problemes de
compréhension liés a une éventuelle ambiguité ou complexité des questions, et globalement
de recueillir plus d’information et sur des aspects plus complexes que ne le permet
généralement un questionnaire auto-administré (Armstrong et al. 1992). Cependant, outre le
biais de mémoire propre a toute approche rétrospective, la présence d’un enquéteur introduit
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deux sources d’erreurs potentielles : un biais d’information lié au caractere de « désirabilité
sociale » de certaines questions (consommation de tabac, d’alcool, d’aliments) et une
influence involontaire mais réelle de I’enquéteur sur le comportement et les réponses de la
personne enquétée (Armstrong et al. 1992). De plus, cette approche est plus cofiteuse et
nécessite la formation des enquéteurs aux objectifs et méthodes de 1’étude.

Contenu des questionnaires

(1) Questionnaire d’inclusion et médical (Annexe 2)

Les principaux facteurs d’inclusion et de non inclusion sont renseignés : age, sexe, lieu(x) de
résidence (5 dernieres années), diabete, affection uro-néphrologique, infection urinaire. Le
consentement écrit est sollicité en cas d’éligibilité. Des données anthropométriques de base
(taille, poids, tension artérielle) ainsi que I’état de santé et les facteurs de variation
physiologiques et individuels qui influent sur le niveau d’excrétion des marqueurs urinaires
(Ariwasa and al. 1997; Stengel et al. 1995; Stengel et al. 1999) sont consignés en cas
d’inclusion effective, notamment: prise de médicaments néphrotoxiques, hypertension
artérielle connue et traitée (HTA) et antécédents familiaux.

(2) Questionnaire socioprofessionnel et habitudes de vie (Annexe 3)

Le questionnaire comporte notamment les items: &age, sexe, situation et activité
professionnelle (catégories établies a partir de l’enquéte nationale sur le budget, la
consommation et le niveau de vie des ménages (Institut National de la Statistique 1998)),
niveau d’instruction (catégories établies a partir du rapport national sur le développement du
systeme d’éducation en Tunisie (République Tunisienne 2000)), consommation de tabac et
utilisation de produits de beauté traditionnels: kohl pour le magquillage des yeux et
« mardouma » pour la teinture des cheveux (fait de clous de girofle, huiles et préparations
végétales appelées « zlizia »), tous deux sources significative d’exposition au plomb chez la
femme, parfois depuis 1’enfance (Al-Ashban et al. 2004; Lekouch et al. 2001; Parry and Eaton
1991)).

(3) Questionnaires fréquence et habitudes alimentaire (Annexe 4)

Nous souhaitons évaluer la cohérence des deux approches d’évaluation de 1’exposition :
I’approche « biologique » et 1’approche « alimentaire ». Nous avons vu qu’il n’était pas
envisageable ici de réaliser une enquéte alimentaire quantitative avec carnet alimentaire ou
rappels de 24h et plan d’échantillonnage alimentaire complet pour le dosage de I’OTA,
incluant les différents circuits d’approvisionnement des ménages. Cependant, nous proposons
d’établir un score individuel d’exposition dont le calcul requiert deux types de données :
fréquence de la consommation des aliments vecteurs, et niveau de contamination des aliments
consommeés.

Pour ce faire, un questionnaire de fréquence simple informe sur la fréquence de
consommation des aliments courants dans la population d’étude. Son élaboration est présentée
au paragraphe suivant. Il porte sur le mois précédent I’étude. Les modes et voies
d’approvisionnement alimentaires (auto-consommation, petits commerces de proximité,
coopératives), les conditions de stockage des matic¢res premieres et des produits consommés
(containers, durée, saison), et la fabrication et conservation d’aliments traditionnels
spécifiques identifiés comme vecteurs potentiels d’OTA (bsissa, tchiche, boissons
spécifiques) sont également renseignées par chaque ménage enquété. Ces informations
doivent contribuer a identifier les deux vecteurs d’OTA les plus consommés par chaque
ménage en vue de leur prélevement et de leur analyse et permettre de vérifier les hypotheses
que nous avons formulées pour I’identification des groupes d’exposition a priori. L’ utilisation
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de vaisselle émaillée est également renseignée dans la mesure ou les vernis utilisés
contiennent fréquemment du plomb susceptible d’étre transféré dans les aliments en fonction
de leur acidité et du mode de préparation (Acra et al. 1981; Belgaied 2003; Gonzalez de Mejia
and Craigmill 1996).

Elaboration du questionnaire de fréquence alimentaire

(Willet 1998) décrit et discute différentes approches dans la conception d’un questionnaire de
fréquence alimentaire. Le développement d’un questionnaire de novo est une entreprise
longue, complexe et colteuse. Il peut donc étre avantageux d’utiliser ou de modifier un
questionnaire établi a d’autres fins. Un questionnaire de fréquence est actuellement en cours
de validation dans le cadre du projet Tahina (Nguyen-Thanh 2003; Tahina Project 2005).
Outre le choix de la période de consommation a laquelle se rapportent les questions
(généralement des mois précédent I’enquéte a 1I’année passée), I’élaboration du questionnaire
repose sur quatre dimensions, tel que discuté par Willett (1998).

(1) Choix des items alimentaires

Il s’agit de choisir les groupes d’aliments, les items alimentaires de chaque groupe, et leur
spécification (intitulés). Un item alimentaire apporte de I’information (est discriminant) par
rapport a la question posée si :

— Il est consommé relativement souvent par une proportion non négligeable de la population
étudiée ;

— Sa composition est telle que la substance étudiée (nutritionnelle ou non) y est présente en
quantité significative ;

— Lafréquence de sa consommation varie entre les personnes interrogées.

Un autre critere de choix est I’existence d’une hypothese préalable sur le lien entre la
consommation de cet aliment, 1’exposition et 1’affection étudiées.

Nous nous fondons sur deux questionnaires validés en population francaise (Clavel-Chapelon
1997; Hercberg et al. 1998), sur des données de consommation alimentaire des ménages
tunisiens (Institut National de la Statistique 1998) et sur une liste d’aliments spécifiques a la
diete tunisienne (Nguyen-Thanh 2003). Nous incluons tous les groupes alimentaires de la
diete totale (11 groupes) afin de vérifier la cohérence globale des déclarations. En tout, 80
items alimentaires sont proposés.

(2) Choix des mesures de fréquence

Généralement, 5 a 10 catégories de fréquence (question a choix multiples) permettent de
réduire I’erreur d’estimation qu’une question de type ouvert introduirait. L’ interrogation par
occasion de consommation (repas et autres) allonge considérablement la durée de passation
du questionnaire sans garantir d’amélioration dans la précision des informations rapportées.
Dix catégories de fréquence de consommation sont retenues, de « jamais » a « 4 fois par jour
et plus ».

(3) Choix des tailles de portion
L’interrogation sur la taille des portions couramment consommées par les participants peut

s’envisager sous trois angles :

— Renseignée par le participant (questionnaire quantitatif): a partir d’un cahier de
photographies avec des questions a choix multiple (notamment tailles de portion
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intermédiaires a celles des photos); a partir de modeles réalistes (‘portions-type’
d’ ‘aliments-type’ en plastique) ou sous forme d’une question ouverte ;

— A partir de portions standard (questionnaire semi-quantitatif) : unités « naturelles » (une
tranche de pain, un ceuf, une tasse de café) ou ménageres (plus difficiles a standardiser au
vu de la forte variabilité intra-individuelle de la taille des portions) ;

— Sans recueil d’information sur la taille des portions (pondération par la fréquence).

Pour la plupart des aliments, la fréquence de consommation renseigne davantage sur la
variabilité inter-individuelle des ingérés que la taille des portions, ce qui revient a dire que la
plus grande partie de la variabilité inter-individuelle des consommations alimentaires est
expliquée par le facteur « fréquence », pas par le facteur « taille ». De plus, la forte variabilité
intra-individuelle généralement observée dans la taille des portions remet en cause la notion
méme de portion «usuelle». Pour cette raison et par souci de simplicité dans
I’implémentation des questionnaires, nous n’incluons aucune question relative a la taille de
portion et attribuons des « poids » proportionnels a la fréquence de consommation.

(4) Calcul des ingérés

Le calcul des ingérés, qu’il conduise a une estimation quantitative de 1’exposition ou a
I’établissement d’un score individuel d’exposition, ce qui est ici notre cas, implique de croiser
les données de fréquence de consommation des items du questionnaire avec des données de
composition (ici contamination) des mémes items. Le paragraphe I1.5.2 présente la stratégie
adoptée pour la partie contamination en OTA de cette étude. Le paragraphe suivant résume le
principe de calcul du score d’exposition a I’OTA.

Score d’exposition a 'OTA

Nous établissons un score individuel d’exposition a I’OTA basé sur :

— D’une part, pour les deux items prélevés et analysés par ménage, la multiplication des
fréquences individuelles de consommation des items alimentaires par la concentration en
OTA dosée dans ces items ;

— D’autre part la pondération des fréquences de consommation des items non prélevés et
analysés mais vecteurs d’OTA en fonction de leur probabilité de contamination et du
niveau moyen de contamination suggérés par la littérature scientifique.

Le score individuel d’exposition est alors obtenu par sommation des deux types de scores sur

I’ensemble des items vecteurs d’OTA dont la consommation est renseignée.

[1.5.2 Prélévements alimentaires

Deux échantillons alimentaires sont prélevés par ménage pour I’analyse de I’OTA. La
variabilité des résultats d’un dosage de mycotoxines dans une matrice alimentaire dépend
largement de I’étape d’échantillonnage, et généralement dans une moindre mesure de la
préparation de I’échantillon et de son analyse (Whitaker 2003). Les modalités de choix des
items et de leur prélevement sont présentées ci-dessous. Elles ne visent pas a une
« représentativité » des échantillons prélevés par rapport a la contamination de la diete totale
de chaque participant, mais plutot a la caractérisation d’aliments « indicateurs » du niveau
global de contamination des denrées couramment consommeées et vecteurs d’OTA au sein du
ménage enquété.
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Identification de deux aliments-types par ménage

A partir des réponses apportées au questionnaire de fréquence et d’habitudes alimentaires,
nous identifions les deux aliments traditionnels vecteurs d’OTA qui sont d’une part les plus
souvent consommés par 1’individu interrogé, et d’autre part habituellement stockés par le
ménage dont il est issu. Un échantillon de chacun de ces deux aliments est prélevé pour
analyse de I’OTA afin d’appréhender la contamination usuelle des denrées effectivement
consommeées par les participants de chaque ménage (« aliments-type »).

Modalités des prélévements

Le seul contrdle possible sur la représentativité de I’échantillon prélevé (matieres premicres
habituellement utilisées par le sujet, mode de préparation usuel) repose ici sur une explication
claire des enjeux de I’analyse aux participants.

Les échantillons sont prélevés par I’habitant sur aliment de base stocké par le ménage. Afin
d’éviter les contaminations microbiennes, un ustensile jetable est fourni, 1’échantillon est
placé immédiatement dans un sachet a usage alimentaire et conservé a température ambiante.
La quantité nécessaire a 1’analyse d’OTA est de 50 a 100g (Bacha, communication
personnelle).

[1.5.3 Préléevements biologiques

Nature des prélevements

Un prélevement de type spot urinaire et un échantillon de sang veineux seront effectués sur
chaque participant consentant. Les prélevements biologiques seront effectués le méme jour
chez tous les sujets d’un méme ménage.

Les échantillons d’urines peuvent étre de quatre types (Landi and Caporaso 1997) : premieres
urines du matin, échantillon fractionné (deuxieme miction du matin, apres vidange de 1’urine
nocturne), spot aléatoire, ou échantillon prélevé sur une durée déterminée (généralement total
des mictions sur 12 ou 24h, afin d’intégrer les variations circadiennes du métabolisme).

La collecte des urines de 24h est logistiquement lourde et trés contraignante pour les
participants. Elle n’est pas envisageable dans le cadre de notre étude et risquerait d’engendrer
des biais de mesure importants en raison de collectes incompletes ou incorrectes.

Cela pose question pour le dosage de I’OTA urinaire car la validation d’un spot urinaire n’a
pas encore été effectuée. En revanche, les dosages urinaires relatifs aux marqueurs rénaux ne
sont jamais réalisés sur les urines de 24h qui engendrent des biais évoqués plus haut (K/DOQI
2002). C’est I’urine de la premiere ou de la seconde miction du matin qui est généralement
utilisée pour la protéinurie, la microalbuminurie et les autres marqueurs enzymatiques (Price
2004). 11 existe en effet des variations physiologiques durant le nychtémere et les premieres
urines sont en principe plus concentrées. Un probleme se pose cependant dans le cas du
dosage de la B2MG urinaire : sa sensibilité aux pH acides. Les premieres urines du matin ont
séjourné plusieurs heures dans la vessie. Pendant cette durée, la f2MG a pu étre dégradée.

Un spot des secondes urines du matin sera donc récolté. Les résultats seront rapportés a la
créatinurie. Cette derniere peut €tre obtenue a partir d’un spot urinaire en calculant la
clairance de la créatine a partir de la créatinémie (K/DOQI 2002).

Par ailleurs, 10 ml de sang veineux seront prélevés par la méme selon les bonnes pratiques en
vigueur.
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Importance des étapes, du prélevement au stockage des échantillons

Les modalités de prélevement, de conditionnement et de stockage des échantillons
biologiques doivent permettre d’assurer la stabilité des analytes dans la matrice considérée, ce
jusqu’a leur analyse.

(1) Prélevement

Des instructions claires doivent avoir été transmises par les personnels de recherche aux
personnels de terrain et par ces derniers aux participants de 1’étude (Holland and al. 2003).
Elles concernent le type des prélevements et leurs modalités (matériel, moment de la journée,
position du sujet), les mesures a prendre pour assurer la stabilité des analytes a doser dans les
matrices prélevées (ajout d’anti-coagulants, d’agents stabilisants, température et délai entre le
prélevement et sa préparation) ainsi que les consignes de sécurité. Des cas des instructions
relatives a ’hygiene corporelle doivent étre fournies pour éviter les contaminations externes.
Il est parfois nécessaire de faire certaines recommandations aux participants concernant le
comportement a adopter la veille des prélevements, notamment limitation de I’activité
physique. Les procédures relatives a I’étiquetage et a I’information des échantillons (fiche de
prélevement et de suivi) doivent également €tre standardisées (Landi and Caporaso 1997).

(2) Préparation

Les échantillons doivent étre diment préparés pour assurer leur conservation. Ceci consiste la
plupart du temps en la séparation des différents constituants : sérum par centrifugation apres
coagulation, plasma par sédimentation sur un gradient de Ficoll, fraction acellulaire des urines
par centrifugation (surnageant) (Holland and al. 2003). Il est important de diviser 1’échantillon
total en plusieurs aliquots de volume suffisant pour chaque type d’analyse a réaliser, ce afin
d’éviter les cycles de congélation-décongélation. Il faut également adapter les conditions de
stockage en fonction des propriétés de 1’analyte, par exemple par 1’ajout de cryo-protecteurs
ou de bactéricides, ces derniers étant toutefois déconseillés dans le cas des enzymes et
protéines urinaires.

Les principaux facteurs affectant la stabilit¢ des protéines et enzymes urinaires avant la
préparation et durant la conservation sont le pH et la température.

(a) Le pH

La NAG (et en particulier I’iso-enzyme A) perd une partie de son activité a pH alkalin (pH=8)
(Mattenheimer and Maruhn 1992; Morita and et al. 1998) ; la stabilité de la RBP diminue
quand le pH diminue (Guy and McMurray 1993) et la f2-microglobuline est labile a pH acide
(pH<6). En particulier, elle est dégradée dans la vessie a pHS,5 et il est rarement possible de
compenser cet effet. Le pH des urines du matin varie généralement entre 5 et 6. Au vu des
conditions de terrain et de la conservation par congélation, nous n’ajusterons pas le pH
urinaire.

(b) La température

L’activité enzymatique de la NAG n’est stable que quelques heures dans un échantillon brut
(sans additif) conservé a température ambiante. Conservé a +4°C, 1’échantillon reste stable
jusqu’a 50 jours apres le prélevement, et en cas de stockage a —20°C apres ajout d’un additif
cryo-protecteur (30% v/v glycérol ou éthylene glycol), la stabilité est assurée pendant un an
(Mattenheimer and Maruhn 1992). Des remarques similaires peuvent &tre faites sur la faible
stabilit¢ des protéines urinaires conservées a température ambiante. Enfin, les cycles
congélation-décongélation sont a éviter, en particulier pour la NAG. Nous nous assurerons
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donc que les échantillons restent le moins longtemps possible a température ambiante avant
leur conditionnement et leur stockage.

(3) Stockage

La température optimale dépend de la durée du stockage prévue et de la stabilité des analytes
dans la matrice testée (Holland and al. 2003). Il est courant de conserver le sérum a -70°C et
les urines a -20°C. Sur le terrain, nous ne disposons que d’un congélateur a -20°C,
température de stockage que nous adoptons.

Réalisation pratique
(1) Urines

Un spot des secondes urines du matin sera récolté¢ a raison de 30 a 50ml dans un pot en
polyvinyle remis au sujet par 1I’enquéteur, qui donne aux participants des instructions claires
sur les modalités du prélevement :

— Au lever, la personne émie dans les toilettes la totalité des urines de la nuit en faisant un
effort maximum pour bien vider la vessie ;
— Au moment de la miction suivante (secondes urines du matin) :

— Afin d’éviter les contaminations bactériennes, la personne se lave préalablement les
mains et évite de toucher I'intérieur du flacon ;

— L’homme se décalotte (dans le cas de la population tunisienne, la pratique de
I’excision rend cette étape inutile) et la femme écarte les leévres. La personne
commence a uriner, puis sans cesser d’uriner, approche le flacon du jet, le remplit, et
toujours sans cesser d’uriner, le retire du jet, ferme le flacon, se lave les mains et rince
I’extérieur du récipient.

Lors du passage pour récolter les échantillons, I’enquéteur mesure immédiatement le pH (a
I’aide d’une bandelette) et appose 1’étiquette d’identification sur le flacon sec. Il dépose le
prélevement dans la glaciere portative pour le maintenir a une température inférieure a 10°C
apres avoir effectué le test par bandelettes urinaires. Il renseigne alors les informations de la
fiche-type de prélevement et de suivi. Les informations portent notamment sur la date et
I’heure de la miction d’ou provient le prélevement pour les urines, I’heure du recueil du
prélevement par I’enquéteur (urines et sang), le pH du prélevement (pour 1’urine), 1’état de
santé de la personne (présent), le type et I’heure de la derniere prise alimentaire, le délai
depuis la derniere prise de médicaments (Mattenheimer and Maruhn 1992), le délai depuis la
derniere prise de tabac et d’alcool, le délai depuis les dernieres menstruations.

Les échantillons urinaires déposés dans la glaciere arriveront au local de 1’étude dans les deux
heures suivant leur collecte. Ils seront alors immédiatement conditionnés (5 aliquots de 5ml)
et congelés a —20°C. Pour chaque région, lors de la cloture de la vague d’enquéte, les
échantillons congelés seront rapatriés par transport frigorifique jusqu’au laboratoire
d’analyses de la Faculté de Monastir (LRSBC : Laboratoire de Recherche sur les Substances
Biologiquement Compatibles, Faculté du Centre, Monastir, Tunisie) ot ils seront de nouveaux
stockés a —20°C jusqu’a leur analyse effective. Tous les échantillons d’urines seront analysés
dans le méme laboratoire. Un controle qualité sera effectué depuis la collecte jusqu’a
I’analyse des échantillons (Holland and al. 2003; Landi and Caporaso 1997).

(2) Sang

Le prélevement de sang, destiné au dosage de I’OTA et de la créatinine sérique, ne nécessite
pas d’étre fait a jeun. Un échantillon de 10 ml de sang veineux est prélevé (tubes pré-
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étiquetés, sans additif) par un infirmier-enquéteur selon les bonnes pratiques en vigueur lors
du recueil des urines (annexe 5). Les prélevements sont laissés a température ambiante
jusqu’a formation complete du caillot. Les échantillons coagulés sont alors transportés au
local de conditionnement et de stockage et centrifugés (centrifugation douce). Le sérum ainsi
récolté (surnageant) est aliquoté en deux tubes de 5Sml pré-étiquetés puis congelé a -20°C
(Holland and al. 2003; Landi and Caporaso 1997).

.6  Analyses biologiques et toxicologiques

Le tableau 8 présente les analyses biochimiques et toxicologiques qui seront effectuées sur les
urines et le sérum.

Matrice Parameétre Méthode
OTA HPLC
pH papier pH

) dépistage® bandelettes
Urines P .
créatinine Jaffé
NAG colorimétrie
RBP, p2M, uALB ELISA
3 OTA HPLC

Sérum P 5

créatinine Jaffé

a: protéines totales, hématies, leucocytes, sédiments urinaires, glucose

Tableau 8 : Analyses biochimiques et toxicologiques des échantillons de sérum et d’urine.

[1.6.1 Dosage de 'OTA dans le sérum, les urines et les aliments

Le laboratoire de biochimie de la Faculté de Médecine Dentaire de Monastir (LRSBC) a mis
au point une méthode de dosage de I’OTA dans le sérum et dans les aliments (Bacha et al.
1993; Maaroufi et al. 1995a) qui n’a pas encore fait ’objet d’une validation complete et n’a
pas été testée sur les urines. Elle repose sur les étapes suivantes (tableau 9) :

Extraction en phase solide - cartouches 5c

Extraction Purification (lavage a 'acide acétique, élution au méthanol a pH acide)

Séparation par chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Détection Détection par spectro-fluorométrie
i . Hydrolyse de 'OTA en ochratoxine a par la carbopeptidase
Confirmation Estérification® au BF3

a: Le méthyl-ester d’OTA a un temps de rétention a peu pres double de celui de 'OTA sur le chromatographe HPLC

Tableau 9 : Principe général de la méthode de dosage de I’OTA dans le sérum au LRSBC.

Dans ces conditions, la limite de détection (LOD) est de 0,1ng/ml, la limite de quantification
(LOQ) est de 0,5ng/ml (Maaroufi et al. 1999). La LOD obtenue pour le sérum semble élevée
au regard des concentrations moyennes d’OTA retrouvées dans les urines en population
humaine (de moins de 0.01 ng/ml a 0.058 ng/ml, voir tableau 5b). Le dosage de 'OTA dans
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les urines nécessite une méthode tres sensible. La phase d’extraction-purification a a ce titre
une influence décisive sur la récupération de I’analyte. Or un laboratoire de I'ITEM (Istituto
Tossine e Micotossine da Parassiti Vegetali, Consiglio Nationale delle Ricerche CNR, Bari,
Italie) a validé, dans les urines, une méthode utilisant des colonnes d’immuno-affinité pour
améliorer les performances de cette étape (Pascale and Visconti 2001). Cette méthode est tres
sensible, puisqu’elle présente une LOQ de 0.001 ng/ml; de plus, le taux de récupération
s’éleve a 90.2% [88.4-93.2%], et la répétabilité est bonne avec un CV moyen de 3.9% [1.1-
8.2%] pour une gamme de calibration de 0.05 a 1 ng/ml. Dans I’attente d’un essai inter-
laboratoires entre le LRSBC et 'ITEM, les analyses d’OTA sont confiées a ce dernier.

[1.6.2 Utilisation de bandelettes urinaires

Principe du dépistage par bandelettes réactives

Les bandelettes urinaires s'inscrivent dans le cadre des examens permettant le dépistage a
grande échelle d'une atteinte rénale en raison de leur sensibilité, de leur simplicité, et de leur
colit relativement modeste (Hannedouche 1999). Les bandelettes sont polyvalentes et
permettent d'évaluer simultanément plusieurs parametres. L’examen est réalisé sur 1’urine
fraiche homogénéisée au domicile du participant tout de suite apres récolte par I’enquéteur,
avec lecture visuelle par rapprochement avec 1'échelle colorimétrique.

Plages réactives

Le test de dépistage des protéines est basé sur le principe de l'erreur protéique des indicateurs
de pH. Le test est particulierement sensible a 'albumine. La détection du glucose repose sur la
réaction glucose oxydase-peroxydase avec une limite de détection pratique de 0,4g/l (soit
2,2mmol/l). Pour les leucocytes, le test met en évidence Il'activité des estérases
granulocytaires qui donne dans la zone réactive une couleur violette. Le test permet de
détecter les leucocytes lysés et intacts. L'hémoglobine et la myoglobine catalysent I'oxydation
de l'indicateur de sang (hématurie) par 1'hydropéroxide organique contenu dans la zone
réactive.

Validité

L'examen par bandelettes multiréactives est un moyen commode de dépister les principales
anomalies cytologiques ou biochimiques de la composition de I'urine.

Un examen pratiqué dans des conditions rigoureuses et qui se révele totalement négatif
permet d'exclure raisonnablement une protéinurie significative, une hématurie ou une
leucocyturie et permet de ne pas prescrire d'examens cytobactériologiques urinaires en
I'absence de contexte clinique évocateur (Hannedouche 1999).

Inversement toute anomalie de 1'examen par les bandelettes impose une confirmation et des
précisions par des examens biologiques appropriés obligatoirement réalisés au laboratoire.

[1.6.3 Dosage de la créatinine sérique et urinaire

Le dosage de la créatinine est effectué selon la méthode de Jaffé modifiée (Bartels and
Bohmer 1971; Jaffé 1886). En solution alcaline, la créatinine forme avec 1’acide picrique un
composé de couleur jaune orangé dont I’intensité est proportionnelle a la concentration de
créatinine. Cette concentration est déterminée par rapport a un étalon de concentration
connue.
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[1.6.4 Estimation du débit de filtration glomérulaire (DFG)

Le débit de filtration glomérulaire (DFG) est couramment reconnu comme la meilleure
mesure globale de la fonction rénale. C’est sur ce parametre que repose la classification des
différents stades (gravité) de la pathologie rénale chronique. Le DFG est généralement estimé
a partir de la clairance de la créatinine. La clairance correspond au coefficient d’épuration
plasmatique, c’est-a-dire le volume de plasma exprimé en millilitre que le rein est capable
d’épurer en une minute de la substance étudiée. La formule générale de la clairance est :

_UxVv
P

C

: clairance exprimée en ml/minute

: concentration urinaire de la substance en mg/ml

: concentration plasmatique de la substance en mg/ml
: volume d’urine émise en ml/minute

<vcAo

Cette formule nécessite toutefois de connaitre le débit urinaire (V), ce qui implique d’avoir
recueilli la totalité des urines sur une durée déterminée, généralement 12 ou 24h. Ce n’est ici
pas notre cas puisque nous prélevons un spot des secondes urines du matin. Nous utilisons
donc la formule de Cockroft et Gault (Cockroft and Gault 1976) qui permet d’estimer la
clairance a partir de la seule créatininémie (S¢, en mg/dl), de ’age (en années) et du poids
corporel (en kg), ce en fonction du genre :

[(140 —dge) X poids] K

Cl, =
“ 72xS,,

(ml/min.)

ou : Khomme=1 et K¢emme=0.85.

Plus récemment, une nouvelle équation a été proposée et validée dans un large échantillon de
I’étude MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) par (Levey et al. 1999). Cette
équation repose sur le dosage de la créatinine sérique (Sc, en mg/dl), ’age (en années), le
genre et I’origine ethnique :

GFR =exp(5.228 —1.154x1n(S,) — 0.203x In(dge) — a + b) (ml/min./1.73m?)

ou: a=0.299 chez la femme, O sinon ; b=0.192 chez les noirs-américains, 0 sinon.

L’équation de I’étude MDRD semble allier une meilleure précision et un moindre biais dans
I’estimation du débit de filtration glomérulaire rapporté a la surface corporelle. Le DFG est en
général 290 ml/min/ 1.73m* chez un individu dont la fonction rénale n’est pas altérée
(K/DOQI 2002). Toutefois, les seuils varient en fonction de 1’age et du genre (K/DOQI 2002).

161



[1.6.5 Dosage des indicateurs de toxicité rénale

Dosage de la B2- microglobuline, la RBP et I'albumine urinaires

La B2-microglobuline, la RBP et I’albumine sont dosés une méthode immuno-enzymatique de
type compétition (ELISA). Nous présentons ici le principe de la méthode avec I’exemple de la
B2-microglobuline.

Les échantillons ou les standards sont incubés dans des puits d’une plaque de microtitration
recouverts d’anticorps polyclonaux anti- f2-microglobuline présents en exces. Apres une
étape de lavage afin d’éliminer les substances non retenues par les anticorps, la quantification
de la B2-microglobuline liée se fait a 1’aide d’un anticorps anti-peroxydase (POD-Ac) qui se
lie également a la f2-microglobuline. Apres incubation, le contenu des puits est éliminé par
aspiration et les puits sont rincés pour éliminer I’exces du traceur. L’activité enzymatique liée
est mesurée par addition de substrat chromogene (tetramethylbenzidine TMB) (Figure 3).
L’intensité de la coloration développée est appréciée a 450 ou 405 nm au moyen d’un lecteur
de plaques ELISA. Elle est inversement proportionnelle a la concentration de la [2-
microglobuline présente dans 1’échantillon, laquelle est appréciée par rapport a une courbe
d’étalonnage réalisée avec des standards f2-microglobuline fournis dans le coffret.

Réaction immunologique
Y

:-< %\c Incubation
Q)

Agitation-Lavage l :

&

S
A 4

e)\

Incubation
Lecture a 405 nm

Coloration jaune

»

Solution d’arrét

—&H—(C + O

/ ®

Anticorps anti-B2-microglobuline fixés a la paroi des puits
B2-microglobuline présente dans I’échantillon, les étalons et le controle
Conjugué enzymatique : 32-microglobuline et POD-Ac

Substrat chromogene : TMB

CRSHORS

Figure 3 : Dosage de la B2-microglobuline urinaire par méthode immuno-enzymatique.
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Dosage de la NAG urinaire

Le dosage de la NAG est par dosage colorimétrique fondé sur I’hydrolyse du substrat de la
NAG. En présence de sels tampons, le composé phénolique issu de cette hydrolyse colore la
solution de réaction en rouge, produisant une densité optique (A=505 nm ; spectrophotometre
Thermospectronic Helios €) proportionnelle a I’activité de la NAG (Yuen et al. 1984; Yuen et
al. 1982).

Ajustement des résultats sur la créatine urinaire

La concentration protéique des urines étant affectée par le volume urinaire et par le taux
d’excrétion protéique, la créatininurie est déterminée afin d’obtenir une estimation de la
concentration/dilution des urines. La créatininurie peut étre obtenue a partir d’un spot urinaire
(K/DOQI 2002). Les résultats des analyses biochimiques (microALB, NAG, RBP et B2MG)
sont exprimés en ug/g créatinine ou Ul/g créatinine (K/DOQI 2002; Newman et al. 2000).

Il.L7  Principes généraux de I'analyse statistique

Les analyses statistiques sont réalisées a I’aide du logiciel SAS.

Des statistiques descriptives sont produites sur 1’ensemble de 1’échantillon et pour chaque
groupe d’exposition, ce pour chaque vague d’enquéte. La variabilité de I’exposition entre les
trois régions d’étude est évaluée par analyse de variance. La relation entre le niveau
d’exposition a ’OTA et les parametres de la fonction rénale est modélisée par régression
linéaire multiple avec ajustement sur les facteurs de confusion identifiés. L’étude de la
variabilité saisonniere (intra-individuelle) et de [D'effet « ménage » s’appuie sur une
modélisation mixte (modeles linéaires a effets aléatoires).

Il REALISATION PRATIQUE DE L’ETUDE
1.1 Déroulement de 'étude

[11.1.1 Durée de I'enquéte terrain

Nous prévoyons de passer deux semaines complétes dans chaque zone d’étude en réalisant
I’enquéte successivement dans les trois zones, ce qui implique, en comptant trois jours de
transition entre chaque zone (rapatriement des échantillons, transport du matériel et
installation dans la nouvelle zone, formation du personnel local), que chacune des deux
vagues d’enquéte terrain durera en tout environ 50 jours.

[11.1.2 Formation des personnels

Une journée de formation des personnels est organisée dans chaque zone d’étude les jours
précédant le début du terrain. Les procédures écrites et standardisées de recueil des
informations et des échantillons sont communiquées aux enquéteurs. Les aspects logistiques
sont abordés de manicre extensive.

[11.1.3 Non-répondants et refus de participation

Les non-répondants (personnes absentes de leur domicile lors du premier passage de
I’enquéteur) sont visités une seconde fois. En cas de refus de participation, un questionnaire
minimal est posé aux personnes afin de pouvoir comparer les caractéristiques générales des
non-répondants et des participants de 1’étude et d’identifier d’éventuels biais de sélection.

163



lIl.2  Prise en charge et retour d'information aux participants

[l1.2.1 Information et consentement des personnes se prétant a la recherche

Le protocole de recherche OTARI a été approuvé par le Ministere tunisien de la Santé
Publique, Direction de la Recherche Médicale.

L’information des personnes susceptibles de se préter a la recherche est prévue comme suit.
Lors du premier passage dans les ménages tirés au sort, les objectifs et modalités de 1’enquéte
sont présentés aux participants, leur consentement est recueilli, et un questionnaire
d’inclusion est passé par un enquéteur. Au cas ou la personne remplisse les criteres
d’éligibilité et consente a participer, ’enquéteur prend immédiatement RDV pour le
lendemain ou le surlendemain afin de réaliser la collecte des urines, de 1’échantillon de sang
et la passation des autres questionnaires. Les modalités de cette collecte d’informations et
d’échantillons biologiques sont expliquées par I’enquéteur aux personnes concernées.
L’anonymat des données individuelles lors de leur numérisation pour leur traitement est
assuré par I’attribution d’un identifiant unique a chaque sujet inclus dans I’étude.

[11.2.2 Prise en charge des personnes se prétant a la recherche

En cas de résultat anormal lors des tests diagnostics réalisés (protéinurie, sédiments urinaires,
leucocyturie, hématurie et créatininémie mais aussi HTA), le participant est convoqué pour un
examen a [’hopital le plus proche de son domicile ou a une consultation externe de
néphrologie mise en place dans le CSB de la commune pour recevoir toutes les personnes
concernées.

1.3 Contréle qualité

Des mesures de contrdle qualité sont mises en place aussi bien pour le recueil, le transport et
le stockage des échantillons biologiques (Holland and al. 2003; Landi and Caporaso 1997)
que pour leur analyse, la passation des questionnaires et leur saisie informatique (saisie
controlée et double-saisie d’un sous-échantillon de questionnaires). En particulier, 10% des
échantillons d’urine, de sérum et d’aliments sont envoyés a I'I[TEM a des fins de contrdle
qualité analytique.

1.4 Communication et diffusion des résultats de I'étude

Les partenaires institutionnels, scientifiques et financiers recevront un rapport des résultats de
I’enquéte. Une réunion d’information sera également organisée dans chaque zone d’étude
pour présenter aux participants les principaux résultats de la recherche a laquelle ils se seront
prétés. Les résultats de la recherche seront soumis a publication par les investigateurs
principaux pour diffusion dans la communauté scientifique internationale.

1.5 Liste des partenaires scientifiques, techniques et financiers

Investigateurs principaux

ACHOUR Abdellatif (CHU Monastir et Université du Centre, Tunisie — MD)
BACHA Hassen (Université du Centre, Tunisie — MSc, PhD)

COUNIL Emilie (INRA, France — MSc, Doctorante)

VERGER Philippe (INRA, France — MD, PhD)
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Conseil scientifique et technique

CLAVEL Frangoise (INSERM, France — MD, PhD)

CORDIER Sylvaine (INSERM, France — MD, PhD)

CREPPY Edmond (Université Bordeaux II, France — MSc, PhD)
SOLFRIZZO Michele (CNR, Italie — MSc, PhD)

STENGEL Bénédicte (INSERM, France — MD, PhD)
VOLATIER Jean-Luc (AFSSA, France — MSc)

Partenaires terrain

SINACEUR Mustapha (FAO, Tunisie)

INS (base de sondage)

Services municipaux (listes électorales et facilitateurs sur le terrain dans chaque commune)
Hopital régional : Bou Salem

Hopitaux de circonscription : Jelma et Nefta

Directions régionales de la Santé Publique

Centre Hospitalo-Universitaire Fatouma Bourguiba de Monastir

ITEM : Istituto Tossine e Micotossine da Parassiti Vegetali (CNR, Bari, Italie)

Partenaires financiers

INRA (France)
Secrétariat d’Etat de la Recherche Scientifique et de la Technologie (République Tunisienne)
Université du Centre (République Tunisienne)
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OTARI : ETUDE PILOTE DE FAISABILITE

| INTRODUCTION ET OBJECTIFS

La conduite d’une étude préalable de faisabilité est indispensable au bon déroulement d’un
protocole tel qu’OTARI et a la validité des résultats. Nous présentons ici les objectifs, de
I’étude pilote, notamment aux tableaux 1 et 2.

o Objectif spécifique
Objectif général . . .
Indicateurs d’exposition Indicateurs d’effets
Variabilité inter- Distribution des niveaux d’exposition Distribution des concentrations de protéines et enzymes
individuelle dans la population d’étude urinaires dans la population d’étude

Effet de I'age, du tabac, de I'alcool, des médicaments
néphrotoxiques, de l'indice de masse corporelle, de la
tension artérielle, du pH urinaire

Effet de I'age, du genre, de l'indice de

Facteurs de variation
masse corporelle

Faisabilité Acceptabilité et logistique des prélévements : seconde miction et sang total

Tableau 1 : Objectifs de caractérisation des indicateurs d’exposition et d’effets.

Type de questionnaire Objectif de caractérisation
Inclusion et médical Intelligibilité des questions
Socioprofessionnel et habitudes de vie Temps de passation des questionnaires
Fréquence et habitudes alimentaires Acceptabilité des questions

Cohérence et praticité de I'organisation des questions
Fréquence et habitudes alimentaires Faisabilité de la saisie et du traitement des données
Elaboration et test d’'une méthode de calcul du score d’exposition a 'OTA

Tableau 2 : Objectifs relatifs au recueil des informations individuelles.

L’acceptabilité de la récolte d’aliments familiaux doit étre évaluée aupres des participants.
Les modalités pratiques doivent étre testées, notamment: le lien entre les résultats du
questionnaire de fréquence et d’habitudes alimentaires et le choix des deux items a prélever
par I’enquéteur, les matériels et procédures de prélevement, les quantités, le conditionnement,
I’étiquetage et le stockage des échantillons.

L’acceptabilité globale de 1’étude et les motifs de refus doivent étre caractérisés dans
I’échantillon de 1’étude pilote afin de minimiser la proportion de refus dans I’étude principale.

D’un point de vue bio-analytique, 1’objectif principal est de réaliser un essai inter-laboratoire
des performances de la méthode utilisée a Monastir (méthode 1) comparativement a une
méthode préalablement validée (méthode 2, (Pascale and Visconti 2001)).

Le pilote est enfin 1’occasion de tester le déroulement général de 1’étude (nombre, moments et
ordre des visites), I’adéquation des locaux, matériels et personnels, la qualité de la formation
des personnels, les modalités et le contenu de I’information des participants, le respect de la
chaine du froid, et I'implémentation du controle qualité.
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I MATERIELS ET METHODES
1.1 Constitution de I'’échantillon d’étude

[1.1.1  Choix de la zone d’étude

Le gouvernorat de Jendouba au nord-ouest du pays est, parmi les trois choisis pour I’étude
OTARI, celui ou les conditions agro-géo-climatiques seraient les plus favorables a
I’apparition de niveaux élevés de contamination des denrées alimentaires et d’exposition de la
population. Afin de pré-tester cette hypothese, nous choisissons de réaliser 1’étude pilote sur
un échantillon de la population de la commune rurale de Bou Salem, dans le gouvernorat de
Jendouba (voir figure 1).

Figure 1 : Carte de la Tunisie situant le gouvernorat de Jendouba. Carte simplifiée de la
délégation de Bou Salem et de ses localités.

[1.1.2 Principe de constitution et taille de I'échantillon

Deux unités statistiques nous intéressent : la famille (le ménage) et I'individu (cf. protocole
principal). Le recrutement des ménages est laissé aux soins d’un acteur local de santé. La
représentativité n’est pas critique dans cette phase pilote. Toutefois, on veille a assurer une
certaine diversité géographique des ménages au sein des 9 localités de la délégation. Les
criteres d’inclusion et de non inclusion de 1’étude OTARI sont appliqués aux sujets de I’étude
pilote (cf. p12). La figure 2 illustre la séquence de constitution de 1’échantillon.
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Population cible: Gouvernorat de Jendouba

v

Population source;: Commune rurale
de Bou Salem

Echantillon d’étude:
Grappes
Ménages

Participants:
Inclusion
Consent!

Figure 2 : De la population cible aux participants de 1’étude pilote.

Il n’existe pas, dans le cadre d’une étude de faisabilité, de criteres standardisés pour calculer
la taille du groupe a enquéter. Il semble cependant, aprés consultation de personnes
compétentes (Falissard 2004, communication personnelle), que I’inclusion de 50 a 60
personnes soit ici raisonnable.

[I.2  Reéalisation pratique de I'étude

[1.2.1 Description des locaux, personnels et équipements

Locaux

Le directeur de I’hdpital régional de Bou Salem a mis a notre disposition une salle de réunion
ainsi qu’un espace de travail dans le laboratoire de biochimie de I’hdpital pour la préparation,
le conditionnement et le stockage des échantillons alimentaires et biologiques pendant la
durée du pilote. Apres leur rapatriement, les échantillons ont été stockés au LRSCB de
Monastir.

Personnels

Le personnel suivant a été affecté a I’étude pilote :
— Personnels de I’hopital régional de Bou Salem
Une infirmiere (enquétrice)
Un surveillant (point de contact avec la population)
Un ambulancier (chauffeur)
Une laborantine (appui a la préparation et au conditionnement des échantillons)
— Personnels des équipes de recherche impliquées
Deux chercheurs en biochimie (LRSBC de Monastir et ITEM de Bari)
Une doctorante en épidémiologie
Une technicienne de laboratoire
— Personnels recrutés pour I’étude pilote
Deux médecins (enquéteurs)
Un infirmier (enquéteur)
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Equipements

Sur le terrain, les équipements suivants ont été mobilisés :

— Deux véhicules : un véhicule tout terrain pour le déplacement quotidien des enquéteurs
chez les ménages, une voiture particuliere pour le rapatriement des échantillons
biologiques vers le LRSBC a la fin du terrain ;

— Des glacieres pour le recueil et le transport des échantillons biologiques ;

— Un congélateur a —20°C pour le stockage des échantillons biologiques ;

— Une centrifugeuse réfrigérée pour la préparation des échantillons de sérum.

[1.2.2 Formation des personnels et suivi du terrain

Une journée de formation des personnels a été organisée la veille du début du terrain. Les
procédures écrites et standardisées de recueil des informations et des échantillons ont été
communiquées aux enquéteurs (voir annexe 5). Les aspects logistiques ont été abordés de
maniere extensive. Chaque matin de la phase de terrain, une réunion de staff s’est tenue avec
toute 1’équipe pour la distribution du planning et du matériel de la journée. Le soir, chaque
enquéteur a fait le bilan des probleémes rencontrés, ce afin de suivre I’avancement et le bon
déroulement de I’inclusion des sujets.

[1.2.3 Modalités de recrutement des participants

Le surveillant de I’hopital a fait un travail préalable d’identification et de contact des ménages
sur ’ensemble de la délégation de Bou Salem, avec le souci de recruter des personnes dans
les différentes localités (au nombre de 9 dans un rayon de 30 km autour de 1’hopital). Grace a
cette visite préalable d’information de recueil de leur consentement, et de prise de RDV,
aucun refus de participation n’a été rencontré.

[1.2.4 Organisation des visites et gestion des échantillons

La figure 3 présente le diagramme de déroulement des visites et de recueil des informations
individuelles, spécimens biologiques et échantillons alimentaires. A titre d’exemple, nous
présentons le planning de travail d’une équipe de deux enquéteurs (un médecin, un(e)
infirmier(e)) sur la base de 1’inclusion moyenne de deux ménages par jour. Chaque ménage a
été visité deux fois : lors de la premiere visite, généralement 1’apres-midi, les enquéteurs ont
procédé a I’inclusion des personnes consentantes, au recueil des informations individuelles, et
a I’explication des modalités de réalisation des prélevements biologiques. La seconde visite,
relative aux prélévements urinaires, sanguins et alimentaires, a généralement eu lieu le
lendemain, et impérativement le matin afin que les urines de la seconde miction ne séjournent
pas plus de deux heures a température ambiante. Les questionnaires ont été élaborés en
francais (voir le protocole principal) puis traduits en arabe pour étre passés oralement aux
sujets de 1’étude par un enquéteur diiment formé. Les échantillons ont été prélevés (sang) et
recueillis (urines) puis préparés, conditionnés et stockés au laboratoire de biochimie de
I’hdpital de Bou Salem tel que décrit dans le protocole principal. Leur rapatriement vers le
LRSBC de Monastir a été effectué par la route. Les échantillons ont été déposés dans des
glacieres le temps du trajet (environ 250 km), puis recongelés a -20°C au LRSBC jusqu’a leur
analyse. Les échantillons alimentaires ayant été réalisés sur produits bruts (« secs »), aucun
conditionnement particulier n’a été nécessaire a leur stockage et leur transport.
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J1 J2 J3

Men§g_es 1&2 Men_ag_es 3&4 Menages 586

Visite 1 Visite 1 Visite 1

Menages 1&2 Menages 3&4 Menages 5&6
Visite 2 Visite 2 Visite 2
Visite 1: Apres-midi Visite 2: Matin

Medecin-Enqueteur: Medecin-Enqueteur:
- Q inclusion, consentement, medical - recolte urines
- instructions urines - pH & bandelettes
- RDV J+1 - prelevements alimentaires

Infirmier-Enqueteur: Infirmier-Enqueteur:

- Q socioprofessionnel & habitudes de vie
- Q frequence et habitudes alimentaires
- consentement prelevements alimentaires

- echantillon de sang

Figure 3 : Déroulement des visites réalisées par une équipe de deux enquéteurs.

.3  Aspects analytiques

[1.3.1 Protéinurie et enzymurie

Le détail des tests et analyses relatives a la fonction rénale et la détection de manifestations
néphrotoxiques précoces réalisés sur les urines et le sérum est présenté dans le protocole
principal. Nous présentons uniquement ici les matériels utilisés.

La détection d’une protéinurie, d’une glucosurie ou de signes biologiques d’infection urinaire
a été réalisée par bandelettes réactives de type Combur-Test® (Roche Diagnostics) sur les
urines fraiches au domicile du participant.

La B2-microglobuline, la RBP et I’albumine ont été dosées au LRSBC au moyen de coffrets
ImmunoDiagnostik (Références K6210 ; K6110 ; K6330). Les microplaques ELISA ont été
lues dans un lecteur Biotek® ELX 800 Universal Microplate Reader. Le dosage de la NAG a
été réalisé au LRSBC au moyen d’un coffret PPR Diagnostics Ltd et d’un spectrophotometre
Thermospectronic Helios €. La créatinine a été déterminée par la réaction avec I’acide
picrique (BioLabo S.A.) au moyen d’un automate Bayer/Technicon™ Ra Xt au Service de
Biochimie du CHU Habib Bourguiba de Sfax. Les analyses ont été réalisées sur les urines et
le sérum moins de deux semaines apres leur collecte et stockage a -20°C.

11.3.2 Dosage de IOTA

La méthode utilisée par le laboratoire de Monastir a été décrite dans le protocole principal. Ce
descriptif est cependant obsolete car le laboratoire de Monastir est en train de réviser ses
méthodes avec le laboratoire de Bari (ITEM) et le Ministere tunisien de 1'Enseignement
Supérieur, de la Recherche Scientifique et de la Technologie, ce afin d’en améliorer les
performances, notamment en terme de limites de détection.

Essai inter-laboratoires

Afin de valider la méthode de dosage de I’OTA dans les urines initialement développée au
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laboratoire de la Faculté de Médecine Dentaire de Monastir (LRSBC) pour I’analyse de sérum
(méthode 1), un essai inter-laboratoires est prévu avec le laboratoire du Consiglio Nationale
delle Ricerche (ITEM Bari, Italie) qui a récemment validé une méthode de dosage de I’OTA
dans les urines (méthode 2, (Pascale and Visconti 2001)). La méme démarche est adoptée
pour le sérum et les matrices alimentaires. Cet essai implique le LRSCB en charge des
analyses de 1’étude OTARI et le laboratoire ITEM responsable des analyses de contrdle
qualité. Deux étapes different entre les deux méthodes : la préparation des standards destinés
a la calibration et au contrdle qualité, et 1’extraction-purification de I’OTA de la matrice
biologique, tous deux ayant une influence sur les résultats analytiques, en particulier le taux
de récupération de I’analyte. Le plan proposé par I'ITEM est illustré par la figure 4.

Dosage de I'OTA dans les échantillons du pilote

Dans I’attente des résultats de 1’essai inter-laboratoires, retardé par d’importants problemes
d’HPLC au LRSBC, c’est le laboratoire de Bari (ITEM) qui a pris en charge les analyses
d’OTA dans les échantillons biologiques et alimentaires du pilote en suivant les méthodes de
(Entwisle et al. 2000) pour les céréales et les épices, de (Pascale and Visconti 2001) pour les
urines et de (Ueno et al. 1998) pour le sérum. Les échantillons biologiques ont été transportés
sur carboglace via WorldCourier® de Monastir (Tunisie) a Bari (Italie).

A: Reproductibilit¢ RSDg URINE
B: Répétabilité RSD, (Blank sample)
C: Récupération (%) 1 1 d’urines d’un(e) volontaire non consommateur d’alcool et
consommateur modéré de céréales
ITEM Bari LRSBC Monastir
Solutions standard Calibration Calibration Calibration Calibration
OTA Sigma (1) (1) (2) (1) (2)
Certification (2)
o & & & &
concentrations
inconnues B
3 spiked solutions
N & & & A‘
analyses C

Figure 4 : Plan de I’essai inter-laboratoires: matrice « urine ».

Il.4  Analyse statistique

I1.4.1 Saisie et contrble des données

Les données individuelles obtenues par questionnaire ont été numérisées a 1’aide du
programme EpiData (Lauritsen et al. 2002) (élaboration d’un formulaire de saisie, codage et
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saisie controlée des données), puis exportées vers le logiciel SAS© (version 8.02 pour
Windows) pour leur traitement statistique. L.’anonymat des données traitées a été assuré par
I’attribution d’un identifiant unique a chaque sujet inclus.

[1.4.2 Construction d’'un score d’exposition

Disposant d’une part de données de fréquence de consommation alimentaire sans tailles de
portion, et d’autre part de seulement un a deux prélevements de céréales par ménage, nous
avons construit deux types de scores destinés a classer les individus selon leurs niveaux
relatifs d’exposition alimentaire a I’OTA :

céréales
1 Un score « céréales » i construit en faisant le produit, pour chaque individu de
I’échantillon, de la somme des fréquences de consommation de chacun des items
regroupés dans la catégorie « féculents » et « pains » par la contamination moyenne

des céréales prélevées dans le ménage auquel est rattaché I’individu :

Zicéréales — ‘2 P F ) C
p=l 4 Ji

ou i est I’indice individu : i € (1,2,...,59)
p est I’indice aliment (P est le nombre d’aliments dans les groupes « féculents » et « pains »)
ji est I'indice du ménage auquel est rattaché I'individu j; : i € (1,2,..., 23)
Fj, est la fréquence de consommation de I’aliment p déclarée par I’individu i : Fj, € (1,2,..., 59)

Ji est la contamination observée dans le(s) prélevement(s) de céréales du ménage j;

ondéré
2 Un score « pondéré » 3 construit en faisant le produit, pour chaque individu de
I’échantillon, de la somme des fréquences de consommation de chacun des items
regroupés dans les catégories « féculents » et « pains », « café », « viande » et « fruits
secs » par la contribution moyenne supposée de chacun des groupes d’aliments a
I’exposition totale a I’OTA :

L G P
pondéré __ Z (z 8 )
Zi g=1 p=1 F;P Kg

ou i est I'indice individu : i € (1,2,...,59)

p est I’indice aliment (P, est le nombre d’aliments dans le groupe g et G=4)

Fj, est la fréquence de consommation de I’aliment p déclarée par I'individu i : F, € (1,2,..., 59)
K, est la contribution supposée du groupe d’aliments g a I’exposition totale a I’OTA

Les contributions relatives K, ont ét€¢ déterminées a partir des données de la coopération
scientifique européenne réalisée en 2002 sur les vecteurs alimentaires d’exposition a ’OTA
(Miraglia and Brera 2002). Les estimations nationales faites pour 12 pays de 1’Union sont
rapportées au tableau 3.

Nous avons choisi de nous baser majoritairement sur les contributions relatives déterminées
dans les pays du Sud de I’Europe (Espagne, Portugal, Grece), a I’exception de 1’Italie pour
laquelle le profil d’exposition est tres largement dominé par la consommation de vin. Les
contributions retenues pour notre échantillon de la population tunisienne sont : 75% pour le
groupe céréales, 14% pour les fruits secs, 10% pour le café, et 1% pour la viande, tenant
compte du mode de vie rural et des habitudes alimentaires locales.
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Pays Céréales Café Biere Vin Cacao Fruits secs Viande Epices Autres

Allemagne 56,0% 121% 6,9% 4,3% 6,0% 4,3% 5,2% 1,7% 3,4%
Danemark 48,6% 10,7% 79% 6,2% 5,1% 10,2% 4,0% 1,1% 6,2%
Espagne 61,2% 10,8% 6,5% 5,0% 7,9% 0,0% 0,7% 7,9% 0,0%
Finlande 28,1% 11,5% 33% 3,3% 3,0% 0,5% 2,2% 0,5% 47,5%
France 43,0% 94% 79% 17,7% 4,2% 3,8% 0,0% 0,8% 13,2%
Grande-Bretagne 17,1% 2,7% 18,7% 27% 2,7% 3,2% 12,3% 1,1% 34,2%
Gréce 72,0% 7,6% 23% 3,8% 6,8% 0,0% 0,8% 6,8% 0,0%
ltalie 4,9% 49% 0,8% 705% 7,4% 0,0% 0,8% 9,8% 0,8%
Norvege 46,0% 9,9% 10,6% 6,8% 5,6% 11,2% 4,3% 1,2% 4,3%
Pays-Bas 52,9% 95% 74% 33% 21% 7,4% 2,9% 2,9% 11,6%
Portugal 59,5% 78% 09% 1,7% 8,6% 15,5% 0,9% 5,2% 0,0%
Suéde 65,6% 1,9% 56% 11,3% 5,6% 0,0% 4,4% 1,3% 4,4%
Ensemble 46,2% 8,2% 6,6% 11,4% 5,4% 4,7% 3,2% 3,4% 10,5%

Tableau 3 : Contributions relatives des principaux vecteurs alimentaires d’exposition a
I’OTA dans la population adulte de 12 pays européens. D'aprés Miraglia and Brera (2002).

11.4.3 Courbes de calibration

Les courbes de calibration relatives aux dosages de la f2-microglobuline, de I’albumine et de
la RBP et l'interpolation des valeurs individuelles de ces parametres urinaires ont été
déterminées, selon les recommandations du fournisseur, par régression de type Spline a 1’aide
du logiciel JMP© (version 5.1.2).

I.4.4 Etude des associations entre paramétres individuels et biologiques

Les facteurs de variation des indicateurs biologiques d’exposition et d’effet ont été

recherchés :

— individuellement a I’aide de tests non-paramétriques : comparaison de moyennes basée
sur les rangs de Wilkoxon pour les variables catégorielles (procédure SAS© : PROC
NPARIWAY) et coefficient de corrélation de Spearman pour les variables continues
(procédure SAS© : PROC CORR) ;

— par régression linéaire avec approche pas-a-pas (SASO: PROC REG, « stepwise
approach ») et modele linéaire généralisé (procédure SAS© : PROC GLM) apres log-
transformation des données ne remplissant pas les criteres de normalité (statistique
d’ Anderson-Darling).
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IIl RESULTATS ET DISCUSSION
[Il.1  Réalisation pratique du pilote

[l1.1.1 Bilan de la phase de recrutement

Le pilote s’est déroulé du 23 au 27 juin 2004 dans 7 des 9 localités de la délégation de Bou
Salem. Deux équipes de deux enquéteurs (un médecin et un infirmier) ont enquété un total de
22 ménages, au sein desquels 65 personnes ont été interrogées, parmi lesquelles 59 ont été
incluses, soit un taux d’inclusion de 91% et une moyenne de 12 personnes incluses par jour.
La principale cause de non inclusion était les menstruations chez la femme. Le ratio
femmes/hommes était de 1.46: 35 femmes (59%) et seulement 24 hommes (41%). Cette
différence d’effectif s’explique en partie par I’absence de huit personnes lors de la visite de
leur foyer (=11% du total des personnes €ligibles), dont cinq de sexe masculin (=7%), chefs
ou soutiens de famille partis travailler. D’apres leur épouse (ou leur mere), ces hommes
occupaient des emplois journaliers commencant tot le matin et pour lesquels ils risquaient
d’étre pénalisés sur leur salaire en cas de retard. Il est important de prendre cet aspect en
compte pour assurer la représentativité de 1’échantillon dans le protocole principal (biais de
sélection). Une solution pourrait &tre de se rendre trés tot le matin chez les personnes
concernées avant leur départ au travail, ou de leur fournir un certificat de présence et de les
indemniser pour la demi-journée, mesure dont le colt et la faisabilité restent a évaluer.
L’option de se rendre sur le lieu de travail de la personne semble difficile d’un point de vue
d’organisation du planning et d’acceptabilité.

[11.1.2 Acceptabilité du recueil des informations et des échantillons

L’acceptabilité des questions et des prélevements était excellente dans notre échantillon
d’étude, ce en grande partie grace a la présence d’un relai local assurant un lien entre les
personnes enquétées et les enquéteurs, ainsi qu’a I’aplomb humain de ces derniers.

La passation des questionnaires a toutefois pu poser probleme dans le cas (fréquent) ou la
personne interrogée ne pouvait pas s’isoler avec I’enquéteur pour donner ses réponses,
configuration systématique dans le cas ou I’enquéteur et I’enquété étaient de sexes opposés,
ou tout simplement en raison de la disposition de I’habitat et de la curiosité des autres
membres du ménage, en particulier des enfants et adolescents présents. Les questions relatives
au tabagisme chez la femme, a la prise d’alcool chez les deux sexes (la femme €tant souvent
d’emblée écartée de cette catégorie de questions par I’enquéteur lui-méme), a la date des
dernieres menstruations chez la femme, ou aux consommations alimentaires de certains
aliments dits « de compléments » considérés plus luxueux et potentiellement consommés en
cachette (certains gateaux, la viande, les sodas) ont probablement dans certains cas recu des
réponses biaisées. Assurer la confidentialité de 1’entretien est difficile dans ces conditions de
terrain.

Enfin, dans le cas ou les ménages enquétés rencontraient manifestement des difficultés
matérielles dans leur approvisionnement alimentaire quotidien, il est apparu indispensable de
proposer une compensation sous la forme d’une collation pour tous les membres de la famille,
enquétés ou non, a la suite du prélevement de sang. La question du dédommagement des
prélevements alimentaires, aussi modestes soient-ils quantitativement, doit impérativement
étre prise en considération.
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[11.1.3 Prise en charge des personnes se prétant a la recherche

En cas de résultat anormal lors des tests diagnostics réalisés (bandelettes urinaires et tension
artérielle notamment), le participant en a été informé par le médecin-enquéteur et dirigé vers
le centre de santé de base le plus proche de son domicile, voire vers I’hdpital. Le principal
enseignement du pilote sur le plan organisationnel s’avere en fait humain : pour certaines des
personnes enquétées, une simple prise de la tension artérielle était un « acte médical » rare car
coliteux : environ 1 Dinar Tunisien dans un centre de santé de base (CSB), avec a titre
indicatif un Salaire Minimum Inter professionnel Garanti (SMIG) de 180 DT par mois, soit
5.8DT par jour (BIT/Chaabane 2003). Aussi, dans 1’éventualité d’un dépistage ou d’une
suspicion de probleme de santé, qu’il soit en rapport ou non avec I’affection rénale étudiée,
une lettre de liaison avec 1’hopital ou le CSB local devrait étre remise a 1’intéressé lui assurant
I’exonération des analyses et des soins. Dans le cas de populations particulierement isolées du
systtme de santé, la présence d’un médecin assurant une « caravane santé », c’est-a-dire
suivant I’équipe d’enquéteurs et recueillant les coordonnées des personnes ayant besoin d’une
consultation médicale, permettrait de dissocier la dimension « enquéte » de la prise en charge
tout en assurant cette derniere pour un moindre colit. Cet aspect devrait étre budgétisé et
négocié avec les autorités sanitaires locales dans le cadre de I’enquéte « grandeur nature ».

En conclusion, le dispositif d’enquéte a dans I’ensemble démontré son efficacité, tant en
matiere de ressources humaines (bindmes infirmier-médecin, présence d’un facilitateur sur le
terrain - ici un des surveillants de 1’hdpital-, appui du personnel de laboratoire local pour le
conditionnement des échantillons biologiques) que du point de vue du matériel mobilisé.
Certains aménagements sont cependant nécessaires quant a la question des absents et le relai
vers les structures sanitaires locales ou la prise en charge médicale directe des participants le
nécessitant.

lIl.2  Caractéristiques générales et alimentaires

[11.2.1 Données anthropométriques, socio-culturelles, et habitudes de vie

Le tableau 4 consigne les valeurs des principaux parametres anthropométriques,
socioculturels et d’habitudes de vie d’intérét. Avec toutes les réserves que la taille de notre
échantillon impose, nous replagcons les résultats par rapport aux valeurs de ces parametres en
population générale.

L’age moyen de notre échantillon est plus élevé chez les hommes (50 ans) que chez les
femmes (41 ans), probablement lié au a la présence de jeunes femmes (filles du couple
enquété) habitant chez leurs parents jusqu’a 1’age du mariage, et a I’absence d’une partie des
hommes en age de travailler évoquée plus haut. La prévalence du surpoids (25<IMC<30) et
de I’obésité (IMC=230) est alarmante, en particulier chez les femmes, en accord avec les
données nationales (Beltaifa et al. 2002). Ainsi, nous observons dans cet échantillon de
population rurale et semi-rurale que 16.7% des hommes et 40.0% des femmes sont en
surpoids, et 20.8% des hommes et 37.1% des femmes sont obeses, soit une prévalence globale
de surpoids et obésité (IMC=225) de 61%, largement supérieure a la moyenne nationale de
41.8% (27.% de surpoids et 14.4% d’obésité) relevée en 1997 chez les 20-60 ans (Mokhtar et
al. 2001). La prévalence d’hypertension artérielle (dépistée lors de la prise de tension par
PAS2140 et/ou PAD290 mm Hg) est également élevée : 16.7% chez les hommes et 11.4%
chez les femmes, conduisant a une prévalence globale de I'HTA (traitée et dépistée)
sensiblement égale dans les deux sexes (de 20.0 et 20.9%). Ces données sont globalement en
accord avec les études tunisiennes a grande échelle (Ben Alaya et al. 2002).
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Caractéristique Hommes Femmes Total

N 24 (40,7%) 35 (59,3%) 59 (100,0%)
Age (années) 50,0 (12,5) 41,0 (15,9) 44,7 (15,2)
IMC (kg/m?) 250 (40) 290 (48)  27.4 (4.9)
HTA traitée 1(42%)  3(86%)  4(68%)
PAS (mm Hg) 130,6 (25,3) 123,7 (16,1) 126,5 (20,4)
PAD (mm Hg) 742(216) 766 (11,2) 756 (16,1)
Fumeur 16(66,7%)  0(0,0%) 16 (27,1%)
Ex-Fumeur 6(250%) 1(29%) 7 (11.9%)
Non-Fumeur 2(83%) 34(97,1%) 36 (61,0%)
Prise d'alcool 2(83%)  0(0,0%) 2 (3.4%)
Analgésiques 0 (0,0%) 6 (17.1%) 6 (10,2%)

Maladie rénale® < 6mois 2 (8,3%) 1(2,9%) 3 (5,1%)
Maladie rénale® = 6mois 3 (12,5%) 4 (11,4%) 7(11,9)

—

Analphabétisme 4(16,7%) 13 (37,1%) 17 (28,8%)
Actif occupant un emploi 20 (83,3%) 2 (5,7%) 22 (37,3%)
Aide Médicale Gratuite® 4 (16,7%) 6(17,1%) 10 (16,9%)

Tableau 4 : Caractéristiques de I’échantillon d’étude.
Moyenne (ET) ou effectif (%) ; Pression Artérielle Systolique (PAS) et Diastolique (PAD)
a : maladie rénale ou du tractus urinaire diagnostiquée dans les 6 mois précédant 1’enquéte ou au de-la (lithiase
rénale) b : AMG : couverture maladie des personnes indigentes et a faible revenu.

Le tabagisme n’a été déclaré par aucune femme de notre échantillon, tandis 66.7% des
hommes disent fumer quotidiennement, soit une prévalence totale de 27.1%. Ces valeurs sont
proches de celles obtenues en population générale en 1996 : prévalence de 63% chez les
hommes en milieu rural, et prévalence nationale (hommes et femmes) de 30.4% (Fakhfakh et
al. 2002). La prévalence de la déclaration de consommation d’alcool est faible chez I’homme
(8.3%) et nulle chez la femme, en accord avec le fait que 98% de la population tunisienne est
de religion musulmane. Elle est inférieure aux estimations relatives a I’abstinence : 70% chez
les hommes et 95% chez les femmes (European Addiction Research 2001), possiblement en
raison de la ruralité (corollaire d’une pratique religieuse réguliere) et de 1’indésirabilité sociale
d’une consommation d’alcool encore largement taboue.

Nous ne disposons pas de données sur la fréquence de la consommation d’analgésiques en
Tunisie, mais constatons que les femmes déclarent beaucoup plus fréquemment que les
hommes avoir pris ou prendre actuellement des médicaments contre la douleur, ce qui est
conforme aux observations internationales (Isacson and Bingefors 2002).

88% des femmes ont rapporté utiliser du kohl pour le maquillage des yeux, la plupart du
temps de maniere tres occasionnelle (pour les fétes, quelques fois seulement dans 1’année,
dans 50% des cas), 10% (3 femmes) et 20% déclarant respectivement une utilisation
quotidienne et hebdomadaire.

La proportion d’hommes actifs occupant un emploi (83.3%) est supérieure au taux global
d’activité masculine chez les 15 ans et plus (67.8%, INS) et la majorité des femmes se sont
dites «au foyer» (74.3%), situation caractéristique du milieu rural. Aucun homme et
seulement trois femmes (5.1%) se sont déclarés chomeurs, alors que le taux national est
estimé a 13.9% avec peu de différences entre hommes et femmes (INS 2004). Les hommes
actifs enquétés occupent majoritairement des emplois d’ouvrier agricole et autre type de poste
d’employé (25% chacun), de cadre moyen et artisan-commercant (15% chacun) et d’ouvrier
non agricole (10%).
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Le taux d’analphabétisme est 1égerement plus important que la moyenne nationale des 10 ans
et plus, probablement 1ié au milieu rural et au critere d’age pour I’inclusion (20-79 ans) : 37
contre 31% chez les femmes, 17 contre 14% chez les hommes, soit un total de 29% contre
22% au niveau national (PNUD 2004). Toutefois, il est inférieur aux estimations régionales
réalisées en 1999 par I'INS : entre 40 et 60% chez les femmes et de 20 a 40% chez les
hommes dans le gouvernorat de Jendouba (Institut National de la Statistique 1999).

Enfin, Iaffiliation au régime d’assurance maladie (partiellement) gratuit (AMG) concerne
16.9% de notre échantillon, trés proche de la moyenne nationale de 17.2% (Association
Internationale de la Sécurité Sociale 2004).

I11.2.2 Habitudes alimentaires

Approvisionnement alimentaire et habitudes de stockage

La figure 5 rapporte les lieux d’approvisionnement alimentaire déclarés par la personne en
charge des courses dans chaque ménage. On constate une nette prédominance des achats en
épicerie de quartier (entre 70 et 90% des achats de céréales et produits céréaliers, café et fruits
secs), sauf pour les légumes secs majoritairement achetés au souque. L.’autoconsommation de
céréales est faible dans notre échantillon (5%). En revanche, le stockage domestique des
céréales et produits céréaliers est pratiqué par tous les ménages sauf un et ce sur une durée de
12 mois en moyenne (d’une campagne céréaliere a 1’autre). Le stockage est généralement
initié a 1’été, apres les récoltes, et réapprovisionné en cours d’année si nécessaire. Enfin, 70%
des ménages déclarent ne jamais utiliser de plats traditionnels (de type émaillé) pour la
cuisson, la présentation ou la conservation des aliments. Seulement 3 ménages (13%)
rapportent une utilisation occasionnelle a exceptionnelle de ce type de vaisselle pour la
cuisson des plats, et 2 (9%) un usage occasionnel pour la consommation des denrées.
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Figure S : Lieux d’achat des principaux groupes d’aliments vecteurs d’OTA.
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Fréquence de consommation des aliments vecteurs

Nous avons retenu 52 des 80 items alimentaires du questionnaire de fréquence comme
pouvant étre vecteurs d’OTA dans la diete des personnes enquétées. Le vin et la biere n’ont
pas été inclus en raison de la rareté des déclarations de consommation.

Les items ont été regroupés en 5 catégories (voir le détail en annexe 5) : pains (comprenant
pains et viennoiseries, aliments céréaliers a base de blé tendre), féculents (comprenant
aliments simples et composés a base de blé dur, d’orge et de 1égumineuses), fruits secs (fruits
et graines séchées), viandes (y compris plats composés) et café.

Afin de créer un score de fréquence de consommation de chacune de ces catégories, nous
avons sommé les indicateurs de fréquence rapportés par chaque individu pour chaque item
considéré dans la catégorie. La figure 6 consigne les distributions des scores de fréquence de
consommation obtenus dans notre échantillon.

Nous constatons que les produits a base de blé tendre (pains de boulangerie, gateaux et
viennoiserie) sont presque consommés aussi souvent que les féculents a base de blé dur
(couscous, semoule, boulgour), d’orge et d’autres céréales telles que le riz (score médian
respectivement de 20 et 27).
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Figure 6 : Distribution des scores de fréquence de consommation par groupe d’aliments et par

genre. « box and whiskers » plots : le haut de la boite est le P75, la ligne intermédiaire est la médiane, et le bas
de la boite est le P25 ; les « moustaches » délimitent les zones hors lesquelles une observation peut étre
considérée comme extréme (possible « outlier »).
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Ochratoxine A dans les aliments

Chaque ménage a fourni au moins un, si ce n’est deux ou trois, échantillons d’aliment a base
de céréales tels qu’identifiés par I’enquéteur sur la base de la fréquence de consommation et
du stockage domestique (annexe 5), soit un total de 37 analyses d’OTA sur céréales. Un
échantillon complémentaire, généralement d’épices, a la plupart du temps été réalisé (20
prélevements). Les résultats sont consignés au tableau 5. Le couscous et le mahmsa (blé
concassé dédié a la préparation domestique de pates alimentaires) étaient les plus prélevés et
les « plus contaminés ».

On observe un niveau global de contamination des céréales par I’OTA nettement inférieur a
ceux observés en Europe. 35% de nos échantillons sont positifs au seuil de 0.01ng/g (LOQ),
avec une moyenne de 0.043ug/kg et un maximum de 0.82ug/kg (maximum européen :
31.6pg/kg), moyenne proche de la situation observée en Italie (Miraglia and Brera 2002) ou
tous les échantillons testés (N=30) étaient en-dessous de la limite de détection (LOD=0.05).
Or la derniere synthese réalisée aupres de 13 Etats membres (Miraglia and Brera 2002)
rapportait respectivement pour 1I’ensemble des céréales (N=5180) et le blé (N=979) des
fréquences de contamination de 55% et de 28% (variant toutefois considérablement en
fonction des limites de détection) avec des moyennes de 0.294ug/kg et 0.296pug/kg.
Concernant les épices, dont 57% présentaient des teneurs en OTA quantifiables au seuil de
0.01ng/g, la moyenne observée (0.48ug/kg) est de nouveau inférieure aux données
Européennes (N=361), en particulier celles relatives a I’Europe du Sud (moyenne globale :
1.15, Europe du Nord : 0.98, Europe du Sud : 4.66 avec un maximum a 23.8ug/kg).

En conclusion, les niveaux de contamination retrouvés dans des aliments céréaliers de
consommation courante dans la di¢te des ménages enquétés sont faibles ; a titre indicatif, la
norme européenne est actuellement de 5 et 3ug/kg pour les céréales et préparations a base de
céréales. Ceci est d’autant plus intéressant que les prélevements ont été effectués pendant la
saison des récoltes (fin du mois de juin), donc en principe en fin de période de stockage
annuel supposé étre favorable au développement mycélien et a la production de toxines.

Aliment >LOQ/total >LOQ pET? pET® Max
Couscous (BD) 10/20 50% 0.065+0.181 0.128+0.246 0.82
Mhamsa (BD) 3/5 60% 0.087+0.098 0.053+0.083 0.20
Semoule (BD) 0/2 - - -
Smid (BT) 0/1
Bsissa (BT) 0/6
Chorba (orge) 0/3 - - - -
Total céréales 13/37 35% 0.043+0.138 0.118+0.218 0.82
Pois-chiches 11 100% 0.03 - 0.03
Epices variées 12/20 57% 0.478+1.452 0.796+1.835 6.53

BD : blé dur ; BT : blé tendre ; a : en remplagant les données <LOQ par LOD/2 ;
b : a I'exclusion des valeurs <LOQ ; LOQ=0.01ng/g

Tableau S : Teneurs en OTA (ug/kg) dans différents aliments prélevés chez les ménages.
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[11.2.3 Score alimentaire d’exposition a TOTA

Nous ne trouvons aucune association statistiquement significative entre le score d’exposition
céréales

« céréales » (7 ) et les teneurs sériques et urinaires en OTA, ce a quoi nous pouvions

nous attendre dans la mesure ol en moyenne une seule donnée de contamination était

disponible par ménage et que seuls les aliments céréaliers étaient pris en compte pour
pondéré

I’estimation de 1’exposition. En revanche, le score pondéré (“ ) présente une association
significative avec I’OTA urinaire au seuil des 10% (p=0.08). Ceci tendrait a confirmer que
I’OTA dosée dans les urines constitue un indicateur pertinent d’exposition alimentaire a
I’OTA. Toutefois, ces résultats sont tres sensibles au mode de calcul adopté, aussi bien pour la
détermination des fréquences relatives de consommation, le choix des items a inclure dans
chaque groupe (un « couscous viande » rentre-t-il par exemple plutét dans la catégorie
« féculents » ou « viande » ?), que les facteurs de pondération tels que décrits au 11.4.2. p49.

1.3 Ochratoxine A dans le sérum et les urines

[11.3.1 Distribution des indicateurs d’exposition

L’OTA a été retrouvée et quantifiée dans tous les sérums testés sauf deux (N=54, LOQ : 0.01
ng/ml) en raison de la présence d’un pic d’interférence probablement li€ a un phénomene de
co-élution d’un des composants de la matrice. Les résultats présentés au tableau 7 et a la
figure 7a ont été corrigés par le pourcentage de récupération moyen (61.5% a 1ng/ml avec une
répétabilité - RSDr - de 8%). Pour les mémes raisons, quoique concernant des individus
distincts, I’OTA n’a pas pu étre quantifiée dans deux échantillons d’urine (N=57, LOQ :
0.001 ng/ml, taux de récupération de 96 a 100%, RSDr de 1 a 3%). L’OTA doit donc étre
fréquemment présente dans I’alimentation des personnes enquétées, quoiqu’a des niveaux
moindres que ceux attendus au vu de nos hypotheses de travail (cf. protocole principal 11.2),
du moins durant la période des quelques mois précédent I’enquéte. Les figures 7a et 7b
consignent les distributions des teneurs sériques et urinaires retrouvées dans notre échantillon.
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Figure 7 : Distribution empirique (pourcentage et effectif) des indicateurs d’exposition a
I’OTA. a: OTA sérique, b : OTA urinaire.
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OTA sérique

Les teneurs sériques d’OTA observées sont tres inférieures a celles rapportées précédemment
en Tunisie chez des sujets en bonne santé (voir tableau 6) mais proches des données
allemandes (u=0.23), libanaises (u=0.17), norvégiennes (u=0.18) ou suédoises (u=0.21). En
effet, ’OTA sérique varie entre 0.011 et 0.350 ng/ml avec une moyenne de 0.120 ng/ml, alors
que Bacha et al. (1993), Abid et al. (2003) et Hassen et al. (2004) rapportent des moyennes
variant de 1.22 (année 2000) a 3.5 ng/ml (année 1991), avec un maximum observé a 10 ng/ml,
et deux cas « aberrants » a 42 et 100 ng/ml. Une premiere explication serait que les résultats
relatifs aux années 1991 et 1994 sont difficilement comparables aux autres du fait de la LOD
de 1ng/ml qui «gonfle» la moyenne observée. Cependant, ce phénomene doit étre
« marginal » puisque 77 a 82% des échantillons étaient positifs a ce seuil de détection.

De méme, les moyennes des teneurs observées avec une LOD de 0.1 ng/ml en 1997 et 2000
demeurent élevées quoiqu’en recul en 2000 par rapport a la période passée. Enfin, les teneurs
dosées par une autre équipe en 2002 avec une LOQ de 0.1 ng/ml sont intermédiaires (u=0.53
contre 1.22 en 2000 et 0.12 en 2004).

N LOD >LOD Min-Max MEET Année Région Référence
o . Multi-centrique : Tunis (nord), Jendouba (nord-  (Bacha et al.
442 ! 82%  1.00-10.00  3.50+6.80 1991 ouest) Sousse-Monastir (centre), Sfax (sud) 1993)
Multi-centrique : Tunis (nord), Jendouba (nord- (Abid et al
140 1 77% 1.70-2.80 2.25+2.00 1994 ouest) Sousse-Monastir (centre), Sfax (sud), ’
2003)
Gafsa (sud-ouest)
20 0.1 71% 0.00-7.50 2.60+2.30 1997
Monastir (Hassen et al.
20 0.1 62%  0.00-3.20  1.22+1.20 2000 2004)
0.1 o ) . (Grosso et al.
62 (LOQ) 100% 0.12-8.06 0.53+1.00 2002 Monastir-Sousse 2003)
52 0.01 100% 0.01-0.35 0.12+0.06 2004 Jendouba OTARI. .
(non publié)

Tableau 6 : Teneurs sériques en OTA (ng/ml) dans différents échantillons de la population
tunisienne.

La faiblesse des teneurs biologiques moyennes (0.12 ng/ml) et maximales (0.35 ng/ml) que
nous observons a Bou Salem est surprenante a plusieurs titres :

— la région de Jendouba est celle pour laquelle nous avons postulé que I’exposition serait
parmi les plus élevées en Tunisie ;

— les prélevements biologiques ont été réalisés au mois de juin, période de I’année ou la
variabilité saisonniere est censée aller dans le sens d’une plus forte exposition-
« imprégnation » ;

— les personnes enquétées pratiquent un stockage domestique annuel des céréales (21
ménages sur 23).

Avec toutes les réserves que la non-représentativité des groupes enquétés impose, le role du
hasard par insuffisance de ’effectif observé ne pouvant étre écarté, nous pouvons proposer
deux interprétations permettant de mettre nos résultats en perspective par rapport aux

enquétes précédentes.

La premiere postule une diminution réguliere de 1’exposition de la population tunisienne au
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cours des 10 dernieres années, ce méme en milieu rural, diminution qui pourrait étre liée a une
amélioration constante des conditions d’approvisionnement et de stockage des aliments
jusqu’ici vecteurs d’OTA dans la dicte tunisienne, et/ou a une désaffection pour ces aliments
de type traditionnel longs a préparer. Jaouadi (2000) relevent en effet plusieurs tendances
dans la consommation alimentaire tunisienne entre 1975 et 1990 qui probablement se sont
accentuées depuis, notamment une diminution de la consommation de céréales en général, et
des effets de substitution dans ce groupe d’aliments de base entre blé dur et blé tendre dont on
a vu les différences de susceptibilité a la contamination par I’OTA. Ainsi, 1’auteur releve en

milieu rural, et dans une moindre mesure dans les petites communes :

— un recul appréciable de la consommation d’orge et, quoiqu’a un degré moindre, de blé
dur, toutes deux céréales traditionnelles autoconsommées et dominant jusqu’alors la diete
chez le rural sous la forme de semoule et de couscous préparés par les femmes ;

— une nette progression (effet de substitution) de la consommation de produits a base de blé
tendre, en particulier les produits manufacturés « préts a consommer » et en particulier le
pain de boulangerie, produits de plus en plus bon marché et plus simples d’utilisation pour
le ménage dans un contexte de réduction du temps de travail de la femme a la maison, de
disparition progressive du savoir-faire traditionnel chez les plus jeunes, de modernisation
de I’habitat et de développement agro-alimentaire bon marché.

Nous avons nous-mémes observé 1’importance prise par les produits a base de blé tendre dans
I’alimentation de cette population (semi-)rurale, avons noté que seul le blé dur était stocké par
les ménages, et que les niveaux de contamination rencontrés étaient bas. Reste a savoir si
cette observation fait regle ou ne représente qu’un microphénomene de nature plus temporelle
que géographique.

C’est ici qu’intervient une seconde interprétation : les teneurs observées a Bou Salem
pourraient s’expliquer par des conditions climatiques au cours de D’année 2004
particuliecrement défavorables au développement des moisissures et/ou a la production de
mycotoxines telles que I’OTA. Les échantillons alimentaires recueillis aupres des ménages
présentent en effet des teneurs d’OTA remarquablement basses, ce qui va dans le sens d’une
exposition tres modérée des personnes enquétées, au moins pendant la période précédent
notre étude.

Cette derniere hypothese relative a une forte variabilit€é annuelle des niveaux de
contamination, reflétée par les niveaux d’OTA sérique correspondant en principe a
I’exposition au cours des quelques mois précédents, tendrait a étre corroborée par les résultats
obtenus en 1993 par (Eko-Ebongue et al. 1994), quoique sur un échantillon de 30 personnes :
seulement 20% des sérums (soit 6 personnes, avec une LOD de 0.1ng/ml) étaient positifs et
les teneurs variaient entre 0.12 et 1.48ng/ml, tres en dessous des teneurs observées en 1991 et
1994 (cf. tableau 5).

En conclusion, les résultats préliminaires obtenus ici tendent a infirmer 1’hypothése d’une
forte exposition a I’OTA de la population tunisienne résidant dans le gouvernorat de
Jendouba, du moins pendant la période d’enquéte a I’été 2004. Elles indiquent de toute
évidence que si tant est que I’exposition puisse atteindre des niveaux particulierement élevés
dans cette région de Tunisie (ce que nous n’observons pas ici), ce phénomene est
probablement hautement dépendant des conditions climatiques de I’année, et donc par nature
cyclique sinon transitoire. Le plan de surveillance national des mycotoxines dans
I’alimentation, initié en 2004 par le Ministere de la Santé Publique tunisien et dont le LRSBC
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est le principal prestataire de services, devrait nous éclairer a ce sujet dans un avenir proche.

OTA urinaire

La prévalence de ’OTA dans les urines des personnes enquétées est de 100%, supérieure aux
observations faites dans diverses populations en bonne santé, quoique la comparaison soit
rendue difficile par la différence des limites de détection. Les niveaux observés dans notre
échantillon sont en revanche comparables a ceux précédemment publiés : une teneur moyenne
de 0.018 ng/ml et un maximum a 0.069 ng/ml apres exclusion d’une observation « extréme »
a 0.265 ng/ml qui ne présentais pas par ailleurs d’élévation/diminution de I’OTA sérique. La
encore, cet indicateur d’exposition ne semble pas confirmer I’existence d’un probleme
particulier de contamination des denrées alimentaires dans la zone d’étude, tout au moins
durant I’année de 1’enquéte.

Les niveaux urinaires et sanguins d’OTA présentent une association faible (R’=0.17) mais
statistiquement significative (p=0.003) comparable a celle retrouvée par Gilbert et al. (2001)
sur échantillons composites constitués sur un mois (R*=0.13, p=0.017). Toutefois, le rapport
OTAssrique/ OT Ayrinaire €5t dix fois inférieur dans notre étude que dans celle de Gilbert (9 en
moyenne contre 80), en accord avec la faiblesse des niveaux sériques observés associée a des
niveaux urinaires comparables.

Cette différence pourrait indiquer 1’existence d’un phénomene de saturation des mécanismes
d’élimination de ’OTA par la voie urinaire, saturation qui aurait été atteinte dans le groupe de
volontaires anglais suivis par I’équipe de Gilbert, mais pas dans le ndtre au vu du faible
niveau global d’exposition tel que rapporté par I’OTA sérique. Cette derniere interprétation
mettrait en doute le bienfondé de I’utilisation de I’OTA urinaire comme marqueur
d’exposition. Toutefois, chez la plupart des especes animales testées et en particulier le rat,
entre 2 et 10% de ’OTA administrée oralement est éliminée dans les urines (Galtier 1991;
Storen et al. 1982; Zepnik et al. 2003), ce qui - en supposant une biodisponibilité moyenne de
50%, donc que 50% de I’OTA administrée se retrouve dans la circulation générale - implique
qu’en situation stationnaire le ratio OTAgsique/ OT Aurinaire S0it de 1’ordre de 5 a 25, c¢’est-a-dire
d’un ordre de grandeur proche de celui que nous observons.

D’autres études en population humaine quantifiant ce rapport pourraient nous éclairer a ce
sujet, notamment celles pour lesquelles les dosages d’OTA seraient réalisés sur un spot
urinaire prélevé le méme jour que I’échantillon sanguin, comme c’est le cas ici.

Dans un cas (pilote OTARI) comme dans 1’autre (Gilbert et al. 2001), la variabilité inter-
individuelle est importante et du méme ordre de grandeur (CV respectivement de 78 et 71%),
probablement en rapport a des facteurs individuels de variations du métabolisme des
xénobiotiques tels que le genre, 1’age, des facteurs génétiques relatifs notamment aux
cytochromes P450 ou encore 1’état de la fonction rénale.

[11.3.2 Facteurs de variation des indicateurs d’exposition

Facteurs anthropométriques et habitudes de vie

Aucune des variables testées (age, IMC, TAD, TAS, taille, poids, DFG, consommation de
tabac) n’est associée aux teneurs d’OTA sérique dans notre échantillon. Seuls I’age (r=-0.267,
p=0.047), et la prise de médicaments antidouleur chez les femmes (p=0.046) présentent une
association individuelle significative ou a la limite de la significativité avec les teneurs
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urinaires d’OTA. Testées dans le cadre d’une régression linéaire multiple incluant I’age, le
sexe, I’indice de masse corporelle, la présence d’une hypertension artérielle (ou les pressions
artérielles systolique et diastolique) et le débit de filtration glomérulaire, aucune association
statistiquement significative n’a été retrouvée avec I’OTA urinaire.

La diminution des taux urinaires chez les plus agés a été observée par Gilbert et al. (2001) et
pourrait étre liée a une moindre efficacité des mécanismes d’élimination de la toxine. Afin de
mieux cerner les effets de 1’age, nous avons comparé les moyennes d’OTA urinaire dans les
quatre quartiles d’age de notre échantillon (moyennes significativement différentes, p=0.03 ;
voir la figure 8). C’est le groupe d’age des 36-55 ans qui présente les taux urinaires les plus
élevés (u=0.020 ng/ml), les plus jeunes (20-35 ans) et plus agés (56 ans et plus) ayant
respectivement une teneur moyenne de 0.018 et 0.010 ng/ml. Les taux sériques ne varient
significativement ni avec 1’d4ge ni avec le sexe dans notre échantillon, contrairement a la
tendance (a la limite de la significativité) observée par Gilbert et al. (2001). En revanche, le
ratio OTA_sérique/OTA _urinaire est significativement élevé (p=0.03) chez les 60 ans et plus,
en accord avec la diminution des taux urinaires avec 1’age, méme a taux sériques sensiblement
constants.
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Figure 8 : Distribution de ’OTA urinaire selon I’age. « box and whiskers » plots.

Facteurs alimentaires

Aucune corrélation significative n’a €té retrouvée entre les teneurs sériques d’OTA et la
consommation de 46 items alimentaires identifiés comme potentiellement vecteurs d’OTA.
Par ailleurs, seules les fréquences de consommation de biscuits (r=0.338, p=0.054), de
gateaux (r=0.575, p=0.005), de volaille (r=0.372, p=0.006) et de café (r=0.302, p=0.058) sont
significativement corrélées a ’OTA urinaire dans notre échantillon au seuil de 5%. De plus,
lorsque les items individuels sont regroupés en 4 catégories : pains, féculents, fruits secs et
viandes (cf. I11.2.2. p55), la consommation de viandes est significativement corrélée a I’OTA
urinaire au seuil de 10% (r=0.228, p=0.091).

Testé dans le cadre d’une régression linéaire multiple sur les items alimentaires apres
exclusion des aliments pour lesquels le nombre de consommateurs est inférieur a 10 (15 items
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exclus sur 46) et en suivant une approche pas-a-pas, les effets « semoule » (p=0.006),
« couscous viande » (p=0.013), « assiba » (pate a base de farine de blé, huile, dattes et miel ;
p=0.008), « viande sans autre précision » (p<0.0001), « viande de volaille » (p<0.0001),
« tajine » (pain berbere a base de blé ; p=0.011) et « sandwich-casse-croute » (p=0.012) sont
significatifs au seuil de 5%. Enfin, aucune des 5 catégories d’aliments ne présente
d’association significative avec I’OTA urinaire.

Ces résultats sont a prendre avec réserve au vue de I’effectif considéré, du grand nombre de
variables testées (qui augmente les chances qu’une des corrélation au moins soit significative
« par hasard »), de la sensibilité des résultats des modeles de régression au mode de calcul du
score de fréquence de consommation et au choix de regroupement ou non d’items individuels
en sous-catégories (par exemple les items « semoule », « couscous viande » et « couscous
légumes » regroupés en une sous-catégorie « couscous » impliquent un effet « couscous »
significatif mais I’« entrée » ou la « sortie » de certains autres items du modele). De plus, les
consommations étudiées sont immanquablement corrélées entre elles et dans le cadre d’un
échantillon de grande taille, cette information devrait &tre prise en compte.

lll.4  Marqueurs urinaires de toxicité rénale

Le tableau 7 rapporte les statistiques descriptives générales de la distribution des parametres
rénaux dosés (créatinine sérique, créatinine urinaire, albumine, B2microglobuline, RBP,
NAG) et/ou calculés (clairance de la créatinine, débit de filtration glomérulaire).

I11.4.1 Distribution des indicateurs d’effets

Débit de filtration glomérulaire (DFG ou GFR) et protéinurie

La distribution des valeurs du débit de filtration glomérulaire (calculés par I’équation MDRD,
voir protocole principal) est rapportée a la figure 9. C’est sur la base du degré de diminution
du DFG, interprété en fonction de I’age, de la durée et de la présence de 1€sions rénales telles
que la protéinurie et 1’albuminurie, que sont actuellement définis les stades de la pathologie
rénale chronique en pratique clinique (K/DOQI 2002). Seulement deux personnes, deux
femmes agées de 60 et 65 ans, présentaient un débit inférieur a 60 ml/min./1.73m" en
I’absence toutefois d’anomalies urinaires laissant supposer des lésions rénales et la présence
d’une pathologie rénale chronique. En revanche, 30 sujets présentaient un débit de filtration
glomérulaire « réduit » (compris entre 60 et 89 ml/min./1.73m?). Cependant, le DFG est
fortement inversement corrélé a 1’age du fait du processus naturel de vieillissement du rein,
tendance que nous retrouvons dans notre échantillon d’étude (r=-0.547, p<0.0001 ; cf. figure
10).En tenant compte de I’influence de 1’age, seulement une femme agée de 65 ans présentait
un DFG (44.6 ml/min./1.73m%) a peine inférieur a I'intervalle « normal » de fluctuation par
rapport a sa classe d’age tel que défini par le K/DOQI (2002) (46-104 ml/min./ 1.73m* chez
les femmes de 60-69 ans) et un homme agé de 35 ans un DFG inférieur a 90 (88.7
ml/min./1.73m2; borne inférieure chez les 30-39 ans: 70 ml/min./1.73m2) dont les urines
étaient également positives au test de protéinurie. L’ensemble des individus de notre
échantillon d’étude présente donc en premiere approche une fonction rénale « normale ».
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(pourcentage) du DFG.

Albumine urinaire

La figure 11a illustre la distribution des valeurs observées pour 1’albumine urinaire. Aucune
ne dépasse le seuil de définition de la microalbuminurie (30 a 299 mg/g créatinine) (American
Diabetes Association 2001) et les valeurs sont dans 1’ensemble inférieures d’un facteur deux a
celles rapportées comme « normales » dans différentes populations (Bernard and Lauwerys
1991; Mutti et al. 1992; Taylor and al. 1997), ce qui peut s’expliquer par le fait que nous
avons réalisé nos prélevements le matin et que les teneurs urinaires en albumine sont
reconnues comme plus faibles pendant la nuit que durant le jour (Watts et al. 1988). De
méme, la médiane (2.26 mg/g créatinine) est proche de celle rapportée dans des populations
en bonne santé participant a I’International Study of Macronutrients and Blood Pressure (Dyer
et al. 2004). Parmi les deux personnes ayant une protéinurie positive par bandelettes urinaires,
la concentration urinaire en albumine ne confirme pas I’existence d’une protéinurie, méme
modérée. En conclusion, I'intégrité glomérulaire semble préservée chez I’ensemble des
personnes enquétées.

B2microglobuline urinaire

Les valeurs observées (figure 11b) pour la B2microglobuline urinaire sont beaucoup plus
élevées que celles couramment rencontrées en population générale. En effet, la seule moyenne
(0.749 mg/g créatinine) dépasse de loin la valeur maximale de référence proposée par Bernard
et al. (1997) de 0.300 mg/g créatinine. Elle est aussi supérieure aux observations faites en
Tunisie sur deux groupes de 20 personnes en bonne santé (moyennes de 0.090 et 0.120 et
maximums de 0.470 et 0.220 mg/l), puisque nous obtenons une moyenne de 0.976 et un
maximum de 8.953 mg/l avant correction sur la créatinine urinaire. Cette observation pourrait
s’expliquer par le fait que le dosage a eu lieu sur les urines du matin, plus concentrées par une
nuit sans miction que celles de la journée. Ce sont pourtant les secondes urines que nous
avons prélevées, et au vu de I'instabilité de la p2M aux pH urinaires inférieurs a 5.5 et a la
température corporelle, on s’attendrait davantage a une sous-estimation des concentrations
qu’a des teneurs « anormalement » élevées.
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Hommes Femmes Total

N W (ET) Min-Max N W (ET) Min-Max N W (ET) Min-Max
OTA_U (ng/ml) 22% 0.018(0.014)  0.006-0.069 34 0.017(0.012) 0.001-0.055 562 0.018(0.012)  0.001-0.069
OTA_S (ng/ml) 21 0.131(0.051) 0.044-0.227 31 0.113 (0.063) 0.011-0.350 52 0.120 (0.059) 0.011-0.350
OTA ingérés (ng/kg p.c./i) 5 0176 (0.069) ® 0.059-0.304 4y 0.151-0.084) ® 0.015-0.469 5, 0.161(0.079) ®  0.015-0.469
(Formule de Klaassen) 0.258 (0.101)° 0.087-0.447 0.222 (0.124) ¢ 0.022-0.690 0.237 (0.115)¢  0.022-0.690
Créatinine_S (mg/l) 24 9.7 (1.2) 7.1-12.7 35 7.8"* (1.3) 6.2-12.8 59 8.6 (1.6) 6.2-12.8
Créatinine_U (g/) 24 2.04* (0.91) 052373 35  1.44*(083) 0.16-3.02 59  1.68(0.91) 0.16-3.73
CI_créatinined (ml/min.) 24 90.8* (25.7) 49.6-155.8 35 104.6* (20.9) 52.9-136.0 59 99.0 (23.7) 49.6-155.8
DFG® (ml/min./A .73m2) 24 89.8 (15.0) 64.4-133.1 35 91.1 (18.4) 44.6-122.4 59 90.6 (17.0) 44.6-133.1
Albumine_U (mg/g créatinine) 17 2.18 (1.63) 0.37-6.48 229 260(1.32)  050-577 39° 2.42(1.43) 0.37-6.48
B2M_U (mg/g créatinine) 17 0.435* (0.272) 0.130-0.997 23 0.981*(0.872) 0.132-3.231 40 0.749 (0.731) 0.130-3.231
RBP_U (mg/g créatinine) 17 01437(0.112)  0.027-0.503 222 0.124(0.069) 0.030-0.302 399 0.130(0.089)  0.027-0.503
NAG (U/g créatinine) 19  35(1.6) 18-8.2 28 42(3.3) 05133 47  39(27) 0.5-13.3
Protéinurie (bandelette réactive) 24 2 (8.3%) 0.3<x<100 mg/l 35 0 (0%) - 59 2 (3.4%) 0.3<x<100g/

a : exclusion d’une valeur extréme (OTA_U=0.265 ng/ml, ALB=17.85 mg/g créatinine et RBP=2.082 mg/g créatinine), liés a tres faible créatine urinaire
cf. valeurs non ajustées (ALB=7.48mg/l et RBP=0.330mg/l) ; b : Hagelberg et al. 1989 ; c : Schlatter et al. 1996. d : clairance de la créatinine (Cockroft
& Gault 1976) ; e : débit de filtration glomérulaire (DFG équation MDRD, Levey et al. 1999) ;

Test de Wilcoxon : différence entre les moyennes statistiquement significative : * : p<0.05 ; *** : p<0.001.

Tableau 7 : Caractéristiques biologiques de 1’échantillon d’étude.
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Il est donc plus probable que ces observations « aberrantes » soient liées a un défaut de
fabrication ou plutdt d’utilisation du kit ELISA, sauf a admettre I’existence d’une source
d’exposition locale a un néphrotoxique environnemental tel que le plomb ou le cadmium.
Ainsi, a la lumiere des résultats obtenus en population belge sur les variations des teneurs
urinaires en f2M en fonction des expositions professionnelles au Cadmium et leur
interprétation « clinique » (Bernard et al. 1997), seulement 30% des personnes observées
seraient indemnes de troubles rénaux (B2M<300 pg/g créatinine), 50% présenteraient les
signes biologiques d’une tubulopathie a un stade précoce et possiblement réversible en cas de
suppression de la source d’exposition (300<p2M<1000), et 20% présenteraient une
protéinurie tubulaire irréversible (1000<f2M<10 000) compatible avec I’absence de
diminution visible du DFG. Les résultats obtenus pour la RBP, pour laquelle les mémes seuils
ont été définis, devraient nous éclairer sur I’interprétation la plus probable.

RBP urinaire

La retinol-binding protein (RBP) est comme la B2M réabsorbée au niveau du tubule proximal
avec une efficacité de 99.97% de sorte que ces deux protéines de faible masse moléculaire
sont des marqueurs similaires de 1’intégrité tubulaire, a ceci prés que la RBP est stable dans
les urines acides et ne nécessite pas de précautions particulieres lors de la collecte des urines.
Il est donc communément admis que ce marqueur est plus fiable et nous nous réfererons par la
suite aux résultats obtenus sur la RBP et non pas la f2M pour discuter I’état de la réabsorption
et de la sécrétion tubulaires chez les personnes enquétées.

Bernard et al. (1997) ont proposé les mémes valeurs seuils pour la RBP que la B2M
concernant I’interprétation « clinique » des dosages urinaires. Dans notre échantillon, seul un
homme hypertendu agé de 41 ans présente une concentration urinaire de RBP anormalement
élevée (0.503 mg/g créatinine), signe biologique d’un stade précoce de tubulopathie ne
s’accompagnant pas d’une diminution du DFG ou de quelque autre signe biologique.
L’intégrité tubulaire semble donc préservée chez les personnes enquétées, ce que les résultats
relatifs a la NAG vont permettre d’élucider plus avant.

NAG urinaire

La N-acetyl-B-D-glucosaminidase, enzyme lysosomal des cellules de la bordure en brosse du
tubule rénal, est un indicateur sensible de 1ésions tubulaires précoces. En fonction des valeurs
de référence considérées (NAG exprimée en U/g créatinine (Boege 1998): <5.8 chez
I’homme et <8.2 chez la femme ; ou en U/mmol créatinine (Jung et al. 1992) : <1.06 chez
I’homme et <1.18 chez la femme), 2 a 5 personnes présentent des teneurs urinaires
anormalement élevées sans autre signe biologique d’atteinte rénale.

L’ensemble des résultats obtenus sur les marqueurs urinaires indique une absence globale de

manifestations néphrotoxiques précoces, en accord avec la faiblesse des niveaux d’exposition
aI’OTA observée dans notre échantillon d’étude.
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Figure 11 : Distribution empirique (pourcentage - effectif) des indicateurs urinaires d’effet
toxique rénal - a : albumine, b : f2microglobuline, ¢ : NAG, d : RBP

I11.4.2 Facteurs de variation des indicateurs d’effets

En plus de I'age évoqué plus haut, le DFG est significativement corrélé a 1’albumine
(r=0.385, p<0.0001), a la RBP (r=0.337, p=0.036) et a I'IMC (r=-0.310, p=0.017). Comme
attendu, la RBP est par ailleurs corrélée a la NAG (r=0.457, p=0.003). Dans le cadre d’une
régression linéaire multiple incluant les facteurs de variations habituels (age, sexe, IMC, GRF
et tabac), seul le DFG demeurait significativement associé a 1I’albumine (p=0.004). Enfin,
aucune association n’a été retrouvée entre les marqueurs urinaires de toxicité rénale et I’OTA
urinaire, ni par corrélation, ni par régression, ni par analyse de variance sur les percentiles
extrémes d’exposition (P10 versus P90).
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IV CONCLUSIONS

Les résultats de cette étude pilote n’indiquant ni exposition anormalement élevée de la
population enquétée, ni, de maniere cohérente, de manifestations toxiques au niveau rénal
pendant la période d’étude, nous interpellent et posent diverses questions. Existe-t-il une
tendance globale a la diminution des expositions en Tunisie au cours des deux dernieres
décennies? Avons-nous plutot été témoins de la forte variabilité annuelle des niveaux de
contamination et d’exposition a ’OTA? Ou encore, les biais inhérents a notre dispositif de
terrain nous ont-ils empéchés d’appréhender la réalité?

Plusieurs remarques peuvent ici étre faites.

— Les 59 personnes enquétées sont issues de seulement 22 ménages, ce qui est susceptible
d’avoir artificiellement réduit la variabilité inter-individuelle des expositions et par la
méme diminué les chances d’inclure des individus tres exposés. Ceci nous renseigne
toutefois sur le fait qu’au vu de I’effectif total de I’étude OTARI grandeur nature, le
nombre de personnes présentant une élévation significative de I’exposition a I’OTA risque
d’étre réduit, diminuant d’autant la puissance de 1’étude dans la mise en évidence de
variations des parametres de toxicité rénale précoce ;

— La période d’enquéte considérée (fin du mois de juin 2004) chevauchant la saison des
récoltes, il se peut que les aliments consommés couramment par les personnes interrogées
et échantillonnés par elles proviennent de stocks nouvellement constitués en vue de faire
la soudure avec un réapprovisionnement imminent ; cette information n’a pas été collectée
aupres des personnes enquétées ; or on se rend actuellement bien compte de la tres grande
importance des variations saisonnieres et des situations particulieres : exceptionnellement
humides ou exceptionnellement seches ; ces éléments n’ont pas été considérés dans le
choix de la région de Bou Salem comme région de forte exposition.

— Il se peut que la zone d’étude n’ait finalement pas été une zone d’exposition élevée a
I’OTA, en dépit des éléments aussi bien hypothétiques qu’objectifs avancés. En effet,
dans la mesure ou les familles enquétées n’habitaient la plupart du temps jamais a plus de
20km de la commune de Bou Salem, I’habitat, en fait d’étre rural, était le plus souvent
périurbain. Ceci pourrait impliquer qu’en dépit de pratiques de stockage domestique des
céréales tel que déclaré par les personnes enquétées, les quantités d’aliments concernées
soient faibles (information que nous avons omise de recueillir) et destinées a la seule
fabrication d’aliments traditionnels, le reste étant acheté en épicerie au fur et a mesure de
I’expression des besoins.

— Les conditions sociales et économiques (niveau d’éducation, chOomage, habitat) qui
poussent a la constitution de stocks (méme modestes), a la mono-consommation d’un type
d’aliment et a la consommation d’aliments sans précautions particulieres d’hygi¢ne n’ont
pas été prises en compte comme facteur d’inclusion en tant que tel.

Des éléments de réponse devraient nous étre apportés d’ici peu par le plan de surveillance de
la contamination de la diete tunisienne par I’OTA, réalisé sur 2000 échantillons alimentaires
prélevés dans les 24 gouvernorats tunisiens au cours de I’année 2004. Un instantané de la
variabilité régionale des niveaux de contamination des aliments couramment consommés nous
sera alors accessible.

En particulier, nous pourrions considérer I’opportunité de réaliser une seconde étude de la
méme nature que le pilote de Bou Salem, cette fois-ci dans la région C-O, autour de la
commune de Jelma, plus rurale et dans I’ensemble plus pauvre que celle de Bou Salem, et
dans laquelle une famille de 21 personnes a récemment été¢ enquétée, révélant des niveaux
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d’exposition a I’OTA tres élevés et la présence de NIK chez trois des membres, associée a des
types HLA particuliers (HLA B27/35) (Hassen et al. 2004). En effet ’hypothese d’une
composante génétique dans la manifestation des effets néphrotoxiques de I’OTA chez
I’homme tend a étre confortée par la présence, au sein d’une méme famille, de personnes tres
exposées a I’OTA dont certaines seulement développent une affection rénale.

Par ailleurs, le fait de rajouter dans les criteres d’inclusion des pratiques particulieres
(qualitativement et quantitativement) d’approvisionnement et de stockage du blé semble
pertinent dans la mesure ol l’objectif est d’identifier un groupe au moins de personnes
fortement exposées. En effet, parmi la catégorie des produits a base de blé dur, dont on a vu
qu’ils étaient plus largement consommés en zone rurale qu’en zone urbaine, et en particulier
dans 1’Ouest du pays, la semoule et le couscous industriels ainsi que les pates alimentaires
représentent a eux seuls respectivement pres de 98%, 87% et 93% des dépenses (par personne
et par an) dans les régions N-O, C-O et S-O (Institut National de la Statistique 2000b),
laissant peu de place au blé dur en grain directement stocké et transformé au niveau du
ménage.

En tout état de cause, I’objectif principal de cette étude pilote €tait de tester la faisabilité de
I’étude OTARI en « grandeur nature ». La pertinence et 1’efficacité du dispositif de terrain ont
effectivement été démontrées.

Cependant il convient d’insister, pour clore la discussion présentée ci-avant, sur I’incertitude
autour de I'interprétation de résultats émanant d’un échantillon de petite taille. S’il nous est
dans ces circonstances interdit de tirer des conclusions quantitatives quant aux niveaux
d’exposition observés dans la zone pilote, il n’en demeure pas moins que cette premiere phase
d’enquéte souleve de nombreuses questions. En premier lieu, les caractéristiques alimentaires
et sociales associées aux populations réellement susceptibles d’étre fortement exposées a
I’OTA semblent actuellement échapper au moins en partie a notre entendement, et imposent
de reconsidérer avec soin aussi bien les zones d’expositions contrastées que les criteres
d’inclusion prélamblement définis.
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|  LES APPORTS DE L'EPIDEMIOLOGIE DANS L’EVALUATION DU RISQUE LIEAL'OTA
l.1 Exposition a 'OTA et pathologie rénale : le cas tunisien

[.1.1 L'insuffisance rénale chronique en forte progression
Transition épidémiologique et pathologie rénale

Le profil décennal d’incidence de I'IRCT en Tunisie évoque une situation de transition
épidémiologique, c’est-a-dire d’une modification de I'importance relative des facteurs de
risque et de la force d’incidence des maladies infectieuses et chroniques accompagnant le
changement des modes de vie dans les pays en développement, caractérisée notamment par
une augmentation forte de la prévalence de 1’obésité, du diabete de type 2, de
I’hypercholestérolémie et de 1I’hypertension artérielle. Avec 1’age, le sexe, le tabagisme et des
facteurs génétiques, ces affections comptent parmi les facteurs de risque connus les plus
importants dans la survenue d’une pathologie rénale chronique.

Entre 1992 et 2001, I'incidence globale de I'IRCT dans la population tunisienne a plus que
doublé (+8.6% par an) et atteint des niveaux supérieurs a ceux observés en Europe (167 pmh).
Cette évolution peut principalement s’expliquer par le vieillissement de la population
tunisienne, une nette amélioration de la prise en charge de I'IRC terminale par traitement de
suppléance et une diminution de la force d’incidence des facteurs de risque compétitifs ou de
co-morbidité et des complications de I'IRC liés a un meilleur acces aux soins spécialisés.
L’augmentation de la force d’incidence des facteurs d’initiation et de progression de I'IRC
évoqués plus haut dans un contexte de transition épidémiologique explique également cette
rapide augmentation des cas arrivant a un stade ou la prise en charge par traitement de
suppléance est indispensable.

Conformément a la tendance internationale, les néphropathies diabétiques ont ainsi progressé
remarquablement vite au cours de la décennie 90, suivies par les néphropathies interstitielles
chroniques, dont les NICI, ce qui constitue une originalité par rapport aux pays développés.
Les néphropathies vasculaires et liées a une HTA ont progressé moins rapidement, tandis que
les néphropathies glomérulaires et les poly-kystoses rénales sont restées presque stables sur la
période.

L’incidence est cependant susceptible d’€tre sous-estimée en raison des inégalités persistantes
d’acces aux soins observées entre régions, chez les plus agés notamment, ou encore chez les
femmes et les personnes en situation de précarité. De plus, I'importance des causes
indéterminées rend toute analyse de la force d’incidence par pathologie primaire a I’'IRC
terminale biaisée. Les variations géographiques observées sont davantage un miroir de
I’incidence du traitement de suppléance qu’un reflet fidele de la fréquence de I'insuffisance
rénale terminale dans les populations considérées.

Les néphropathies interstitielles chroniques : une situation endémique ?

En dépit des limitations évoquées, nous observons certains particularismes observés en
Tunisie et susceptibles d’éclairer qualitativement la problématique Ochratoxine A.

L’importance des NICI parmi les causes NIC et les cas d’IRCT en général, plus marquée chez
les femmes que chez les hommes, avec un sexe ratio tres bas chez les 45-64 ans, évoque
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certains profils de pathologie primaire de type toxique tels que la NEB et dans le cas présent,
la NIKI décrite en introduction comme pouvant étre reliée a une exposition chronique a
I’OTA.

Nous notons de plus un doublement de 1’incidence de I'IRC terminale de cause NIC, et en
particulier NICI, entre 1992 et 2001 dans la population tunisienne, qui n’a pas été observé
dans la plupart des pays d’Europe. L’ impressionnante progression de 1’incidence des IRCT de
cause indéterminée pourrait de plus en partie s’expliquer par celle des pathologies primaires
évoluant a bas bruit, en particulier certaines NIC dont la NIKI décrite en introduction.

Nous relevons enfin des disparités régionales et remarquons en particulier un sexe ratio pour
la NICT tres inférieur a un dans la région N-O, pour laquelle 1’odds-ratio est supérieur a un.
Les odds-ratio positifs pour la NIC et la NICI relevés dans la région C-E semblent pouvoir
provenir au moins en partie de la prise en charge de personnes originaires du C-O ou ’acces
aux soins spécialisés demeure limité.

Au vu de l'ensemble des informations en notre possession, nous postulons que les cas d’IRCT
de cause NICI recensés sur cette période de 10 ans dans la population tunisienne pourraient en
partie étre attribuables a une exposition réguliere et élevée a I’OTA, sans que nous puissions
trancher entre facteur d’initiation et de progression de cette pathologie rénale chronique. Nous
limitons toutefois nos extrapolations a certains groupes de populations susceptibles d’étre ou
d’avoir été fortement exposé€s a ’OTA et de réunir d’autres facteurs de risque, faisant de la
NIC idiopathique une pathologie du « désavantage » (cf. I.1.3). Les personnes recensées ici se
trouvant de plus a des stades tres avancés d’IRC, nous postulons que les cas possiblement liés
a ’OTA renvoient de toute facon a une exposition ancienne ne préjugeant pas de la situation
actuelle en Tunisie.

La progression observée (doublement de 1’incidence des IRCT-NIC y compris les NICI en 10
ans) pourrait en grande partie s’expliquer par une amélioration de la prise en charge de I'IRC
et des facteurs de risque compétitifs. Un grand nombre de cas de NIC est vraisemblablement
encore aujourd’hui classé parmi les causes inconnues, ou décede d’une complication avant
d’avoir atteint le systeme de santé.

Enfin, nous pensons qu’il n’est pas exclu que I’OTA soit un facteur de progression pour
d’autres pathologies rénales, notamment celles de cause diabétique en forte augmentation
dans la population tunisienne et partout dans le monde. Cette hypothese, soulevée par Hsieh et
al. (2004), nécessite pour Etre testée la mise en place d’études spécifiques.

[.1.2 OTARI : premier bilan et attentes

Le pilote et ses limites

Les résultats de 1’étude pilote OTARI n’indiquant ni exposition anormalement élevée de la
population enquétée, ni, de maniere cohérente, de manifestations toxiques au niveau rénal
pendant la période d’étude, nous interpellent et posent diverses questions. Existe-t-il une
tendance globale a la diminution des expositions en Tunisie au cours des deux dernieres
décennies? Avons-nous plutot été témoins de la forte variabilité annuelle des niveaux de
contamination et d’exposition a ’OTA? Ou encore, les biais inhérents a notre dispositif de
terrain nous ont-ils empéchés d’appréhender la réalité?
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Notre effectif restreint et le recrutement de plusieurs personnes par ménage a probablement
artificiellement réduit la variabilité inter-individuelle des expositions et par la méme diminué
les chances d’inclure des individus tres exposés. De plus, la période d’enquéte considérée (fin
du mois de juin 2004) chevauchant la saison des récoltes, il se peut que les aliments
consommés couramment par les personnes interrogées et échantillonnés par elles proviennent
de stocks nouvellement constitués en vue de faire la soudure avec un réapprovisionnement
imminent. La zone d’étude pourrait en outre ne pas €tre a risque particulicrement élevé
d'exposition a I'OTA, en dépit des éléments aussi bien hypothétiques qu’objectifs avancés. En
effet, dans la mesure ou les familles enquétées n’habitaient la plupart du temps jamais a plus
de 20km de la commune de Bou Salem, I’habitat, en fait d’étre rural, était le plus souvent
périurbain, évoquant des profils d’achat en épicerie au fur et a mesure de I’expression des
besoins. Enfin, les conditions sociales et économiques qui poussent a la constitution de stocks,
a la mono-consommation d’un type d’aliment et a la consommation d’aliments sans
précautions particulieres d’hygiene n’ont pas €té prises en compte comme facteur d’inclusion
en tant que tel.

Des éléments de discussion complémentaires devraient nous étre apportés d’ici peu par le
plan de surveillance de la contamination de la diete tunisienne par I’OTA, réalisé sur 2000
échantillons alimentaires prélevés dans les 24 gouvernorats tunisiens au cours de 1’année
2004. Un instantané de la variabilité régionale des niveaux de contamination des aliments
couramment consommeés nous sera alors pour la premiere fois accessible, qui plus est au cours
de I’année ou le pilote OTARI a été réalisé. Ces résultats interviendront dans le choix d’une
éventuelle région de réplication du pilote, et pourront étre mis en regard des données du
registre des IRCT.

OTARI, c’est fini ?!

La poursuite du protocole OTARI est donc aujourd’hui conditionnelle a :

— la redéfinition des zones géographiques potentillement fortement, moyennement et
faiblement exposées en Tunisie ;

— une application plus stricte des criteéres d’inclusion des personnes au regard notamment du
caractere rural de I’habitat (catégorie « habitat rural dispersé » de I'INS).

Il semble en outre indispensable d’ajouter aux facteurs d’inclusion initialement définis des
criteres quantitatifs relatifs au stockage domestique des denrées (durée, quantités, conditions
de température et d’humidité) et a la faible diversité du régime (en terme de sources
d’approvisionnement et de « mono-consommations »). L’étude systématique des facteurs
génétiques pressentis (systeme HLA) semble également pertinente a ce stade de la recherche.

[.1.3 Une « maladie du désavantage » ?

La transition nutritionnelle, signe probable d'une régression des expositions

Ces deux premieres phases d’enquéte (registre et OTARI) soulevent de nombreuses questions,
en particulier concernant les caractéristiques alimentaires et sociales associées aux
populations réellement susceptibles de présenter une forte exposition a I’OTA plus ou moins
reliée a des effets toxiques rénaux, en Tunisie et ailleurs.
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En effet, la transition nutritionnelle qui s’opere en Tunisie en rapport avec les changements
profonds des styles de vie, notamment I’urbanisation, nous laisse a penser que 1’exposition a
I’OTA constituerait davantage un probléme circonscrit, sinon au passé, a des groupes de
populations tres exposés et vulnérables sur le plan socio-économique, et éventuellement
génétique. Ce probléme tendrait ainsi a disparaitre avec I’amélioration progressive des
conditions matérielles de vie dans la population tunisienne. Et nous serions, pour reprendre
une expression dont je n’ai malheureusement pas la maternité, en train d’observer une « étoile
éteinte », ¢’est-a-dire une pathologie du début du siecle dernier.

Une pathologie pluri-factorielle

L’OTA pourrait aujourd’hui encore exercer des effets néphrotoxiques chez I’homme dans des
conditions d’exposition « extrémes » et chez des personnes cumulant un certain nombre de
facteurs d’initiation et de progression de la pathologie rénale. L’environnement au sens large
serait déterminant, avec une prédominance des facteurs socio-économiques, et possiblement
une susceptibilité¢ génétique. La NIC associée a I’OTA serait ainsi une pathologie du
« désavantage ». La discussion des mesures de gestion du risque actuellement a 1’ceuvre au
niveau international (voir II) fournit a ce titre des éléments d'inquiétude mélée de colere.

Dans cette hypothese, des populations essentiellement rurales (issues dans le cas tunisien du
N-O ou du C-O, comme le suggerent les résultats du registre), cumuleraient un certain
nombre de facteurs de risque proximaux, dont une exposition chronique et élevée a I’OTA et
possiblement a d’autres mycotoxines telles que la citrinine ne serait que 1’une des
composantes. Cette exposition serait liée a des pratiques telles que I’auto-consommation de
céréales, le stockage domestique en conditions favorables au développement des moisissures
(chaleur et humidité, absence de traitement fongicide), et la mono-consommation liée a une
alimentation peu diversifiée, correspondant a la faiblesse des revenus pouvant y étre affectés.
Ce dernier point renverrait en outre a des facteurs intermédiaires et distaux d’initiation et de
progression de la maladie, en particulier le statut socio-éconimique, 1’obésité, le tabagisme, le
sexe, et comme suggéré plus haut, des facteurs génétiques de susceptibilité.

L'importance de la conjonction de facteurs environnementaux et génétiques a €t€ montrée
dans des communautés aborigenes particulicrement touchée d'Australie et fournit des pistes
de réflexion fécondes (Hoy et al. 2001).

Dans un autre ordre d'idée quoique rejoignant celle des facteurs d'aggravation d'une situation
déja défavorable, chez les personnes dialysées dont I’effectif est en constante augmentation en
Tunisie et partout dans le monde, les expositions toxiques sont d’autant plus dangereuses que
I’élimination rénale est limitée et cyclique. La question de la sécurité des aliments consommés
par ces personnes pourrait donc dans une certaine mesure se poser au méme titre que
I’adaptation des posologies médicamenteuses.

[.1.4 Les expositions professionnelles

Enfin, une piste alternative rarement prise en compte jusqu’ici serait de concentrer les efforts
sur des groupes de population exposées professionnellement en plus de la voie alimentaire
ubiquitaire, telles que celles enquétées en Italie et en Norvege. En Italie, des travailleurs
d’usines de transformation du cacao, du café et de différentes €pices avaient en effet des
concentrations sériques en OTA supérieures a la moyenne dans la population générale . En
Norvege, les échantillons de poussieres prélevés dans des fermes lors de la manipulation de
I’orge et du blé présentaient des niveaux de contamination tres variables méme si globalement
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bas, indiquant de possibles pics d’exposition par inhalation chez les agriculteurs .

Les doses et les durées d’exposition varient a n’en pas douter d’un contexte a 1’autre en
fonction de la contamination des denrées manipulées et des conditions de travail (aération du
batiment et protection des voies respiratoires notamment), donc d’un pays, d’une région et
d’une exploitation agricole/entreprise agro-alimentaire a I’ autre.

.2 Les écueils méthodologiques de I'évaluation de I'exposition

[.2.1 Raffinements populationnels

Variabilité de la contamination alimentaire

Nous avons montré, dans le cas de 'OTA, qu'en plus de la nature non-paramétrique des
distributions de contamination, la fenétre temporelle utilisée pour tirer les valeurs de
contamination dans le cadre de la modélisation probabiliste avait une influence considérable
sur la variabilité et I’incertitude des parametres estimés, dimension du modele jamais prise en
compte jusqu’ici. Or une discussion des hypotheses relatives a 1’occurrence de la
contamination et aux comportements d’achat des consommateurs correspondant aux
différentes fenétres temporelles indique que c’est le tirage au niveau de 1’« occasion » de
consommation qui serait le plus pertinent dans le cadre de 1’évaluation de I’exposition de la
population francaise, la fenétre « semaine » correspondant davantage a une diete provenant
des sources d’approvisionnement peu variées telle qu’on peut I’observer dans des économies
rurales et en développement. Nous concluons donc que dans le cas d'une population
composant sa diete dans un environnement agro-alimentaire complexe, l'utilisation de
distributions non-paramétriques (lorsque la qualité et la quantité des données le permet) et de
la fenétre "occasion" estime au mieux les percentiles élevés d'exposition habituellement
comparés aux valeurs toxiques de référence.

Variabilité des ingérés alimentaires

Les résultats obtenus sur ’OTA dans la population francaise indiquent que 3 jours non
consécutifs de carnet alimentaire (ou 3 rappels de 24h) combinés a une méthode simplifiée de
réduction de la variance empruntée a 1’épidémiologie nutritionnelle (décomposition de la
variance inter- et intra-individuelle sur un sous-échantillon pour lequel plus de 3 jours sont
disponibles) permettent d’augmenter considérablement la précision des estimations aux
percentiles élevés dans le cadre d’une modélisation de type déterministe.

Le modele et son modeéle

Nos travaux illustrent I’importance de garder en mémoire les caractéristiques des phénomenes
étudiés au moment du choix, de la spécification, et de la mise en ceuvre du modele. Modéliser
une exposition par des méthodes sophistiquées sans prendre en compte, comme c'est souvent
le cas, les facteurs de « process » en particulier, risque fort de conduire a des conclusions
erronées. De méme, ajuster des lois paramétriques sur des données peu nombreuses risque de
surestimer les queues de distribution de contamination, et par la méme les percentiles élevés
d'exposition.

De nombreuses hypotheses relatives a la réalité « construite » par le modele sont de plus
posées implicitement, hypotheses qu’il est indispensable d’expliciter lors de I’interprétation
des résultats. La variabilité des niveaux de contamination a laquelle un individu de la
population est exposé en fonction du profil de société de consommation dans lequel il évolue
peut a se titre avantageusement étre prise en compte dans le modele par le choix d’une fenétre
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temporelle ad hoc. La variabilité court-terme des ingérés alimentaires se surimposant aux
tendances sur le long-terme peut également €tre corrigée par des méthodes appropriées.

|.2.2 Difficultés individuelles

Une variabilité intra-individuelle difficile a stabiliser

On constate une faiblesse générale des outils de « mesure » des expositions alimentaires
toxiques au niveau individuel. Les problemes rencontrés en épidémiologie nutritionnelle sont
doublés de difficultés inhérentes a 1’évaluation des contaminations alimentaires, a leur
variabilité géographique et temporelle pour ce qui est des produits bruts et finis, et a
I’influence dus stockage et des process pour les produits transformés (potentielles différences
entre marques notamment).

Transposant les problématiques nutritionnelles a celles des contaminants alimentaires, nous
discutons la relation existant entre variabilité intra-individuelle des ingérés, nombre de jours
d’enquéte, et précision de I’estimation de 1’exposition. Nous concluons qu’une approche de
type carnet alimentaire ou rappels de 24h ne semble pas réaliste et recommandons 1’utilisation
de marqueurs biologiques d’exposition a I’OTA, recommandation mise en ceuvre dans le
cadre du protocole OTARI.

Marqueurs biologiques : oui mais...

Depuis une dizaine d’années, ['utilisation de marqueurs biologiques d’exposition, de
susceptibilité et d’effets a certes rencontré un certain écho, en épidémiologie professionnelle,
environnementale et nutritionnelle notamment, soit comme outils de mesure de 1’exposition
passée ou présente, soit comme « étalon-or » dans le cadre de la validation d’un autre outil de
mesure de 1’exposition. Cette approche moléculaire nécessite cependant une importante phase
préalable et pluridisciplinaire de développement et de caractérisation avant de pouvoir étre
appliquée et devrait en tous les cas €tre replacée dans le cadre de déamrches de recherche
qualifiées par Pearce (1996) de « top-down » (des populations dans leur contexte vers les
molécules aux sites biologiques d’action) a 1’opposé d’une vision « bottom-up » par trop
réductionniste (McMichael 1999, Pearce 1999).

[.2.3 La population francaise adulte hors de danger

Le modele probabiliste que nous proposons, alliant distributions non-paramétriques de
contamination et tirages au niveau de la fenétre « occasion », conduit a une probabilité tres
faible de dépassement de la DJT la plus « protectrice » (SCF 1998), largement inférieure a 1%
(9%0). De méme, la méthode déterministe de réduction de la variance conduit a une
probabilité de dépassement de (8%o) sure la période considérée.

En admettant que ces modeles et les données « source » injectées refletent la réalité de
I’exposition a I’OTA dans la population adulte francgaise, le risque associé a ce contaminant
ne peut étre considéré comme significatif. Les résultats récemment publiés a partir de I’étude
de la diete totale francaise confirment cette évaluation en rapportant une proportion
dépassement de la DJT dans la population francaise de 0.9% (Leblanc et al. 2005).

Nous n’avons pas considéré les enfants (personnes agées de moins de 15 ans) dans cette
étude. Leur exposition est la plupart du temps treés supérieure a celle des adultes du fait du
rapport €élevé entre ingérés et poids corporel. Toutefois, il n’existe pas de valeur toxique de
référence tenant compte des spécificités enfantines et ’estimation des consommations
alimentaires chez I’enfant, réalisée par le biais de I’interview des parents, constitue a lui seul
un champ complexe de recherche.
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.3 Pour un cadre élargi d’étude des maladies rénales chroniques

[.3.1 Les obstacles méthodologiques

Les difficultés rencontrées dans la mise en ceuvre d’approches épidémiologiques dans
I’évaluation du risque lié a I’OTA ne pas sont uniquement imputables a la toxine. Variabilité
des niveaux de contamination, problemes méthodologiques dans I’évaluation de 1’exposition,
risque supposé faible et manque de puissance des études épidémiologiques dans ce contexte
compromettent certes la validité de nombre de travaux.

Toutefois, le type de pathologie auquel I’exposition a I’OTA est suspectée d’étre associée, en
premier lieu les pathologies rénales chroniques, et en particulier les néphropathies
interstitielles chroniques, y est pour beaucoup. Pernegger et coll. pointent en effet la faiblesse
des recherches épidémiologiques relatives a 1’étiologie des maladies rénales. Il I’attribue dans
un premier temps a lI'urgence de développer des stratégies de prise en charge chez des
personnes dont la qualité de vie est sérieusement affectée (insuffisance rénale chronique) et
dont le statut vital est ultimement menacé (insuffisance rénale terminale). Cette urgence
thérapeutique a ainsi longtemps éclipsé les démarches orientées vers la compréhension des
causes en vue de la mise en place de stratégies de prévention . Aujourd’hui encore, la majeure
partie des recherches publiées portent sur la description de la fréquence des pathologies
rénales, la plupart du temps au stade de la prise en charge de 'IRCT, ou sur les modalités de
cette prise en charge et les risques iatrogenes associés, épidémiologie essentiellement
clinique, dont I’intérét n’est pas a remettre en cause.

Les obstacles méthodologiques sont certes nombreux dans I’étude de 1’étiologie des
pathologies rénales (Pernegger et al. 1995) :

— encore peu de marqueurs sensibles de l’insuffisance rénale sont disponibles pour les
études en population générale ; cette remarque est a nuancer dans le cas spécifique de
I’étude de la néphrotoxicité des métaux lourds en situations professionnelles et
environnementales ; 1’étude CADMIBEL, pour ne citer qu’elle, illustre les succes de
I’utilisation de marqueurs d’effets toxiques précoces en population générale (Lauwerys et
al. 1990; Bernard et al. 1992; Hotz et al. 1999) ;

— ID’inégal acces a la prise en charge par traitement de suppléance introduit de 1’incertitude
dans I’interprétation des données des registres de I’insuffisance rénale terminale traitée ;

— les causes de déces relatives a une affection rénales sont souvent mal codées sur les
certificats de déces, ou du moins de maniere différentielle en fonction des personnes
établissant le diagnostic ;

— les criteres de diagnostic des différentes entités nosologiques rénales sont flous, la
définition reposant sur : un agent toxique : « néphropathie au plomb », une cause possible
et fréquente d’insuffisance rénale : « néphropathie hypertensive », la coexistence d’une
affection systémique : « néphrite liée au lupus », I’apparence histologique du tissu rénal :
«néphrite glomérulaire », un mode de transmission: « néphrite héréditaire », un
comportement a risque: « néphropathie aux analgésiques», et méme une aire
géographique : « néphropathie des Balkans ». Les criteres de diagnostic ne sont pas
toujours exclusifs les uns des autres (peu spécifiques), et les limites entre différentes
entités ne sont pas toujours clairement établies. Les diagnostics différentiels sont donc
probables et introduisent des erreurs de classification ;

— [D’évaluation des facteurs de risque et du type de pathologie ne sont pas indépendantes
I’une de I’autre, pouvant conduire a une « vérité circulaire » lorsque la pathologie est
pluri-factorielle ;

— [D’évaluation de I’exposition est d’autant plus complexe qu’a mesure que la pathologie
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rénale progresse, certaines expositions toxiques peuvent augmenter (consommation
d’analgésiques et altération de I’élimination rénale) tandis que d’autres diminuent
(expositions professionnelles).

Enfin, et ce point nous semble crucial, Pernegger et coll. soulignent I’absence d’un cadre
conceptuel global guidant D'interprétation des informations existantes, la sélection des
questions de recherche pertinentes, et la mise au point de design d’étude appropriés.

[.3.2 Vers un « modeéle causal »

Le modele causal est une représentation simplifiée des causes et des mécanismes qui menent
au phénomene ou a la situation qu’on étudie (Beghin 2002). Il regroupe, dans des chaines
causales, organisées et hiérarchisées, tous les "déterminants" connus ou supposés de cette
situation (on utilise de préférence le terme de déterminant pour indiquer un facteur associé au
phénomene, sans qu’il soit nécessairement "une cause" de ce dernier). Le modele causal est
donc a la fois une représentation simplifiée d’un phénomene complexe (un vrai "modele"), un
jeu ordonné d’hypotheses sur la causalité du phénomene (le modele reste valable méme si
toutes les relations ne sont pas prouvées) et une tentative d’explication. Il est construit en
fonction d’un but précis et est donc spécifique a la situation et aux objectifs de 1’étude qu’on
entreprend. La construction du modele causal est participative et fait 1’objet d’un travail
interdisciplinaire.

Le modele causal a été utilisé pour la premiere fois dans le diagnostic nutritionnel, et a fait
I’objet d’un guide de I’OMS. Il est depuis largement sorti du domaine de la nutrition pour
s’appliquer a des programmes et des projets de développement et devenir un des éléments
essentiels de 1I’approche globale et participative de la planification et de 1’évaluation.

La construction d’un cadre d’analyse global regroupant les déterminants connus des
pathologies rénales et s’inscrivant dans une démarche similaire apporterait a n’en pas douter
une base de réflexion solide et structurante pour la recherche étiologique a visée préventive,
notamment en matiere de pathologie rénale dans la population tunisienne.

Pernegger pose d’ailleurs les bases de la construction d’un tel modele en préconisant
d’explorer en priorité les voies communes de progression d’une pathologie rénale spécifique
vers I’insuffisance rénale (cf. figure 1 reproduite du chapitre 1) et de distinguer, chaque fois
que cela est possible, les facteurs d’initiation des facteurs de progression, ainsi que leur
« proximité » a I’occurrence de la pathologie rénale dans la chaine causale (continuum depuis
les facteurs de risque proximaux propres a I’individu jusqu’aux facteurs distaux partagés par
une sous-population).
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complications
comorbidité

Figure 1 : Le continuum des pathologies rénales chroniques : du « normal » au
« pathologique » via I'initiation (I) et la progression (P). DFG : débit de filtration
glomérulaire. Adapté de K/DOQI 2002.

Au de-la des pistes devant permettre d’aller plus loin dans I’élucidation de I’importance du
«risque OTA » en termes de santé publique, le bilan des approches épidémiologiques mises
en ceuvre jusqu’ici suggere un risque sanitaire pour le moins mineur, tout au plus marginal, en
tous les cas circonscrit a des situations particulieres qui ne peuvent tre prises en compte et
prévenues que dans leur contexte propre, et non pas dans le cadre de la réglementation
internationale des échanges. Ceci nous amene a sortir de notre cadre d’analyse pour nous
interroger sur les mesures de gestion du «risque OTA » actuellement a 1’ceuvre, qui dans
certains cas, a défaut de participer a une réelle démarche d’évitement de la maladie,
pourraient présenter des risques autrement plus importants en concourant a la paupérisation de
populations déja fragilisées.

Il LE « PARADOXE DE LA PRECAUTION »

Il.1 Gestion des risques : normes de sécurité ou normes sécuritaires ?

Les mesures de gestion actuellement a I’ceuvre dans 1’aréne du risque alimentaire sont
principalement de deux types :

— une réglementation internationale établie dans le cadre des accords SPS et traduite dans
les 1égislations nationales ou appliquée comme tel ;

— des recommandations techniques faites aux producteurs du secteur alimentaire afin qu’ils
fournissent des produits conformes aux exigences sanitaires édictées.

Nous n’aborderons pas ici les impacts variés de ces normes sur le fonctionnement des
marchés dans le cadre du commerce international, vaste sujet qui dépasse largement le cadre
de nos compétences et de notre compréhension. Il nous est toutefois apparu au terme de ces
travaux de these recherchant une meilleure connaissance des effets d’un toxique alimentaire
chez ’lhomme que les mesures adoptées par les Etats et visant & prévenir certains risques
étaient elles-mémes susceptibles de générer des risques potentiellement autrement plus
importants.

La spécificité normative des mesures de gestion du risque alimentaire en situation
d’incertitude souleve a nos yeux des questions multiples, notamment quant a sa significativité
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en termes de santé publique. Il nous semble que la pertinence et la 1égitimité des actions de
« prévention » (entendue ici comme prévention de I’exposition) devrait plus souvent étre mise
en regard de ses multiples corollaires, et en premier lieu économiques, parfois lourds de
conséquences. Les pays du Sud son concernés en premier chef, mais pas uniquement, comme
en attestent, quoique de maniere singuliere il est vrai, le nombre de suicides important chez
les éleveurs bovins en France suite a la crise de la vache folle (Chemin 2002).

Ces remarques nous conduisent a établir, en forme de question ouverte a la discussion, un
parallele entre prévention et précaution.

A propos de mesures de prévention prises a I’échelle des populations et impliquant une
contrainte directe sur les individus, telles que la vaccination contre la diphtérie ou 1’obligation
de port de la ceinture de sécurité, Rose introduit la notion de « paradoxe de la prévention » :
«a preventive measure that brings large benefits to the community offers little to each
participating individual » (Rose, 1992). Ce paradoxe réel mais vertueux serait acceptable pour
I’individu dans la mesure ou il modifie, sous I’'impulsion de campagnes d’éducation pour la
santé par exemple, son comportement individuel, sans en attendre de « bénéfice santé »
personnel palpable. Prenant I’exemple du tabagisme, Rose souligne que les motivations sous-
tendant la décision d’arréter de fumer tiennent plus au renforcement immédiat de I’estime de
soi qu’a un réel espoir nourri par le futur-ex-fumeur de diminuer son risque individuel de
cancer, dans les quelques années a venir, du moins. Il n’est toutefois pas exclu qu’il fasse
partie des quelques personnes pour lesquelles I’événement de santé aura pu €tre conjuré ou
tout au moins remis a plus tard par cette action collective.

Dans le cas du risque alimentaire et de sa « prévention » (au sens de la prévention des
expositions), nous parlerons ici par analogie de la possibilit¢ d’un « paradoxe de la
précaution », paradoxe néfaste. Qu’entendons-nous par la ? L’évaluation et la gestion du
risque alimentaire lié a I’'ingestion d’ochratoxine A qui nous a préoccupés tout au long de ces
presque 4 années et exactement 200 et 2 pages (jusqu'ici, et c'est bientot la fin, que ce soit dit)
nous servira d’exemple.

II.2  L’exemple de I'Ochratoxine A

[1.2.1 Les normes en vigueur

En I’état actuel des connaissances qui laissent place a I’incertitude quant a I’existence, chez
I’homme, d’une association significative et causale entre I’exposition a 1’ochratoxine A et les
pathologies chroniques considérées, le principe de précaution est appliqué (nous parlons ici de
« précaution » dans la mesure ou le lien étiologique n’a pas été établi chez ’homme et que la
décision repose sur I’extrapolation de données expérimentales). Des normes sanitaires,
nationales et internationales, régissent 1’échange des denrées sur ce point en particulier. Le
tableau 1 rapporte les normes actuellement en vigueur pour I’ochratoxine A au niveau
européen.
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Aliment Norme (pg/kg)

Céréales
Produits céréaliers 3
Café torréfié
Café soluble 10
Vin 2
Jus de raisin 2
Raisin secs 10

Tableau 1 : Les normes sanitaires européennes relatives a I’OTA.
Reglement (CE) n°466/2001 amendé par le reglement (CE) n°123/2005.

D’importantes ressources sont allouées, tant sur le plan de la recherche que des instances
publiques de controle des denrées destinées a I’alimentation humaine et animale, afin de
limiter au maximum les niveaux de contamination.

Le contrdle du respect de ces normes conduit en outre au refus et a la destruction des lots
considérés comme trop contaminés. Dans les pays dont I'économie repose essentiellement sur
les cultures d'exportation, il s’en suit une perte substantielle de revenus, qui contribue entre
autres a n'en pas douter a une fragilisation de 1'état de santé des populations.

L’exemple du café nous semble emblématique de ce paradoxe néfaste de la précaution.
Rappelons au passage que I’exposition moyenne estimée dans 12 pays d’Europe est faible au
regard des valeurs toxicologiques de référence (cf. introduction générale) et que la
contribution du café a I’exposition alimentaire a I’OTA dans I’Union Européenne a été
estimée a seulement 9% (Miraglia and Brera 2002).

[1.2.2 Café et Ochratoxine A : protéger qui, et a quel prix ?

La vaste majorité (90%) des producteurs qui fournissent 6 millions de tonnes de café chaque
année sont de petits cultivateurs travaillant dans des plantations de 0.1 a 5 ha. Cette culture
constitue la principale sinon la seule source de revenus de ces familles paysannes, ainsi
qu’une importante source de devises étrangeres pour les 70 pays ou ils vivent et cultivent.
Ainsi 25 millions d’agriculteurs dans le monde dépendent, enticrement ou partiellement, de la
culture du café. Des millions d’autres gagnent leur vie en transportant et en transformant le
café qui se situe au deuxieme rang mondial des matieres premieres agricoles.

La production s’éleve a 12 a 15 milliards de dollars par an, dont 45 a 50% reviennent aux
cultivateurs. 80% des grains sont exportés vers les pays industrialisés. Une partie revient vers
les pays producteurs sous forme lyophilisée ou torréfiée. Les pays producteurs consomment
directement le café de basse qualité écarté des circuits d’exportation et dont les quantités sont
difficiles a estimer.

Les conséquences possibles pour les pays producteurs des standards OTA adoptés par I’'UE
sur le café ont été commentés par Duris (2000) dont nous reprenons ici I’argumentaire point
par point.

— Perte de parts de marché : elle dépend de la zone géographique, de 1’espece cultivée
(arabica ou robusta) et de la méthode de transformation post-récolte (humide ou seche)
qui influencent le risque de contamination ; la norme initialement proposée par I’'UE de
3ug/kg aurait pour conséquence d’écarter du marché international 600 a 700 000 t de café,
soit 1’équivalent de la production de la Céote d’Ivoire, de I’Uganda, de 1'Ethiopie, du
Guatemala, du Salvador et du Costa Rica réunis, d’apres les estimations de I'Institute for
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Scientific Information on Coffee (ISIC) ;

— Baisse des prix d’achat aux producteurs : en 1’absence d’information sur la distribution
régionale des risques de contamination, les transformateurs et exportateurs de café vont
probablement étre amenés a vouloir minimiser le risque de rejet des lots de café aux
portes de I’Europe en achetant a bas prix de petites quantités d’origines variées afin de
diluer les contaminations éventuelles ;

— Augmentation de I’exposition a I’OTA des agriculteurs et de la population des pays
producteurs : les grains les plus contaminés sont triés par les producteurs eux-mémes
(exposés en premiere ligne via 1’auto-consommation) et par les exportateurs (qui gardent
une partie des grains de présentation douteuse pour le marché intérieur) ; la population de
ces pays consomme donc le café de moins bonne qualité sanitaire en 1’absence d’un
contrdle national ;

— Diminution de la demande : I'industrie du café pourrait craindre que ses consommateurs
tombent en désamour pour le café ;

— Augmentation des prix du café a la vente au détail : en réponse a I’augmentation des
standards de qualité occasionnant des colits de contréle considérables, une telle
augmentation pourrait également freiner la consommation.

On le voit bien, les grands perdants sont les petits producteurs, d’un point de vue micro-
économique menacant directement et quantitativement leurs apports alimentaires (sécurité
alimentaire) comme du point de vue de la sécurité sanitaire des aliments composant leur diete
(contamination forte par I’OTA chez de forts "auto-consommateurs” de café), évoquant la
notion de cumul du désavantage évoquée plus haut.

Il y a, rassurons-nous, aussi de petits profits. “One of life’s essentials is wholesome food in
adequate amounts. Ensuring this quality is not simple. Hazardous substances contaminate
25% of our limited world food supply. There is an answer. It is X, a world leader in
agricultural biotechnology and bioseparations... X’s opportunities grow as performance
standards tighten and weaker technologies fail.” (extrait d’une brochure de communication).
Cette firme anonyme vient de développer un test encore plus performant pour détecter I’OTA
dans la biere, le café vert et torréfié, le mais, le mil, le blé et I’alimentation animale. Voila
enfin une bonne nouvelle, réconciliant offre et demande. Et un créneau pour les filieres
OGM ?

[1.2.3 Un double paradoxe

Nombreux sont les pays pour lesquels 1’internationalisation des échanges a conduit a un
remplacement progressif de la recherche d’une autosuffisance alimentaire (agriculture
vivriere) par la logique du libre-échange (exportation de « cultures de rapport » supposées
fournir le revenu nécessaire a 1’importation de denrées alimentaires). Outre 1’effondrement
des cours de ces cultures li€é a la concurrence et aux dévaluations engendrées par les
ajustements structurels imposés par le Fond Monétaire International (FMI) et la Banque
Mondiale, la non-conformité des lots d’export aux exigences sanitaires fixées par le CODEX
Alimentarius ou aux normes européennes, souvent plus strictes, proposées par le Scientific
Committee for Food, conduit a leur rejet. Bien entendu, les objectifs de ces normes sont
louables et leur 1égitimité incontestable en matiere de protection des consommateurs contre
falsifications, manipulations abusives ou simplement baisse continue de la qualité des denrées
alimentaires destinées a la consommation humaine. Il vise a assurer une circulation plus libre
et plus stire des produits sur le marché mondial.
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Cependant, pour certains types de contaminants dont la survenue est difficilement évitable et
dont les effets ne sont pas clairement ou pas du tout établis chez 1’homme, 1’'impact des
mesures réglementaires prises au nom de la protection de la santé publique nous semble
discutable. La question de 1’équité (ou plutot du creusement des inégalités) entre les « pays
riches », dont émanent les mesures réglementaires et qui peuvent s’ offrir I’arsenal analytique
nécessaire a la surveillance de la conformité des denrées, et les « pays pauvres », dont la
principale préoccupation est d’assurer une relative sécurité alimentaire, doit &tre posée.

Le cas des aflatoxines, pourtant les plus toxiques des mycotoxines connues (cancérogenes
avérés chez I'homme), est aujourd'hui bien documenté : le JECFA a estimé qu'un abaissement
de moitié¢ de la norme actuellement en vigueur (passage de 20 a 10 pg/kg dans l'arachide)
permettraient d'éviter 2 cas de cancer primaire du foie par milliard d'habitant dans la
population européenne ou le virus de I'hépatite B n'est pas endémique (prévalence d'environ
1%). Or Otsuki et al. (2001) ont montré qu'une simple réduction de 10% dans la norme
internationale de l'aflatoxine B1 pour l'arachide destinée a la consommation humaine
entrainerait une réduction nette de 11% dans les exportations d'arachide de bouche. Les 7
pays d'Europe qui ont adopté en 1998 des normes plus strictes encore que celles préconisées
par le JECFA ont occasionné 36% de pertes dans les exportations africaines de cacahuete de
table (Otsuki et al. 2001)...

Le "paradoxe de la précaution", paradoxe néfaste par opposition au paradoxe vertueux de la
prévention, réside clairement en ceci que pour une a deux vie hypothétiquement gagnées par
milliard d’habitants des pays du Nord, des pertes de revenus considérables sont occasionnées
pour les pays du Sud dont la sécurité alimentaire dépend largement des exportations vers les
pays occidentaux. Ceci, conjugué a une consommation locale et chronique des lots les plus
contaminés dont les petits producteurs anticipent le rejet a I’export, a treés certainement des
conséquences significatives pour ces populations en terme de santé publique, bien qu’il soit
relativement plus ais€é de mesurer 1’effet d’une toxine dans une étude toxicologique
expérimentale et d’appliquer mécaniquement une démarche d’évaluation des risques que
d’apprécier les conséquences sanitaires dans les pays du Sud de mesures 1égislatives prises au
Nord.

Les effets pervers sont donc doubles : d’une part, au nom de la précaution, c’est-a-dire sans
savoir si la mesure prise est susceptible d’avoir un quelconque « bénéfice santé », on est prét a
faire courir un risque économique bien réel a des catégories de population dont I’état de santé
en dépend largement (directement en termes de sécurité alimentaire et de sécurité des
aliments, indirectement via les corollaires d’une dégradation des conditions socio-
économiques de vie) ; d’autre part, ces mesures imposées par le Nord afin de protéger la santé
de consommateurs repus et globalement en bonne santé (méme si nous admettons ici faire un
énorme raccourci doublé d’une généralisation) pénalisent non seulement les petits producteurs
du Sud dont les besoins vitaux sont menacés (sécurité alimentaire notamment) mais plus
généralement I’économie de pays déja considérés comme les moins avancés ou les précédent
de pres.

Au « Consumer health protection » européen, nous sommes donc tentés d’apposer un
« Producer wage depletion » tiers-mondiste.

L’expérience passée prouve que dans de nombreux cas, et notamment en Europe, les

l1égislations restrictives quant a la qualité sanitaire des produits importés s’averent largement
protectionnistes, outils déguisés de défense agressive d’intéréts nationaux (Fontagné et
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Mimouni 2001), comme on a méme pu le lire dans certains projets de recherche...

Or si le « Dispute Settlement Body » de 1’Organisation Mondiale du Commerce mis en place
apres les négociations de I’Uruguay Round fournit un cadre de reglement des différends a
propos des barrieres non tarifaires (accords SPS : Sanitary and Phytosanitary Agreement) et
techniques (accords TBT : Technical Barriers to Trade Agreement) au commerce, il est
probable que la plupart des échanges de balles, a base d’argumentaire scientifique mais le
dépassant largement, s’y fasse entre grandes puissances économiques (cf. les démélés
récurrents entre Europe, Etats-Unis et Japon) bien plus souvent qu'entre petits producteurs et
gros importateurs.

Et la science dans tout ¢a?
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Postface

"Le fait que I'on puisse dénoncer le manque ou l'insuffisance [de "culture de santé publique"], mais surtout le fait
que les problemes relatifs a la santé occupent de plus en plus la scéne publique et médiatique, au point de
redéfinir les rapports entre gouvernants et gouvernés, constituent autant d'indices que nous évoluons désormais
bien dans une culture sanitaire. Comme en témoigne le recours au principe de précaution qui, bien au-dela des
politiques de prévention adossées aux certitudes de la biomédecine et de I'épidémiologie, met a I'épreuve les
capacités de jugement et de décision des gouvernants et de leurs experts dans des situations ou le risque
sanitaire ne présente qu'une possibilité non scientifiquement démontrée."

[..]

"La culture de santé publique se présente moins
comme l'une des composantes centrales d'un
grand récit progressiste sur lequel a pu s'établir un
large consensus que comme un systeme de
pensée et d'action qui a partie liée avec la
puissance et la domination."

[..]

"Que I'on considere le colt prohibitif des anti-rétroviraux dans les pays africains ou vivent pourtant la majorité des
personnes infectées par le virus du SIDA, le renoncement général au traitement des tuberculoses multirésistantes
aux antibiotiques dans les milieux défavorisés ou l'abandon par les firmes pharmaceutiques non seulement de la
recherche mais également des molécules elles-mémes permettant le traitement de certaines endémies touchant
des populations non solvables du tiers-monde, on constate qu'en contradiction avec l'invocation d'un droit
universel au bien-étre, les institutions et les agents de santé publique recourent de fait a des procédures
d'évaluation qui fonctionnent selon des échelles de valeur implicitement différenciées entre les hommes. La
question de I'accés aux médicaments ne jour d'ailleurs ici que comme le révélateur d'une réalité plus large et plus
préoccupante encore, a savoir les disparités des conditions structurelles d'existence qui déterminent, par la
médiation de la pauvreté, de la violence, de I'absence d'éducation, et de la précarité au quotidien, des niveaux
trés éloignés d'espérance de vie."

[..]

"Parmi tous les droits de I'hnomme dont notre
époque est si prolifique, le droit a la santé
est sans doute celui qui demeure le plus
théorique, lorsque l'on se situe a l'échelle
planétaire."

Critique de la santé publique, une approche anthropologique.
Jean-Pierre Dozon et Didier Fassin. Balland 2001.
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ANNEXE 1

INCIDENCE DECENNALE (TI) ET INTERVALLE DE CONFIANCE A 95% (IC95%)
IRCT par tranche d’age, par pathologie primaire
et par région de prise en charge selon le sexe

Caractéristique des

Taux d’Incidence IRC traitée (pmh)

; Hommes Femmes Tous
patients
TI 1C95% TI 1C95% TI 1C95%
00-19 12.2 [10.7 ;18.7] 8.9 [7.6;10.2] 10.6 [9.6;11.6]
- 20-44 67.6 [63.7 ; 71.5] 46.0 [42.8 ; 49.2] 56.8 [54.2;59.3]
(a‘:r?ges) 45-64 261.9 [248.8;275.0] 187.5 [176.5;198.5] 224.4 [215.8;232.9]
65-74 332.9 [306.0;359.8] 315.3 [288.4;342.2] 324.3 [305.3;343.4]
75+ 176.0 [148.8;203.2] 143.8 [118.1;169.5] 160.6 [141.9;179.4]
NG 10.7 [9.7 ;11.6] 7.6 [6.8 ; 8.4] 9.2 [8.5;9.8]
PKR 1.5 [1.1;1.8] 1.2 [0.9;1.5] 1.3 [1.1;1.6]
. NV 13.7 [12.6;147] 10.6 [9.6 ; 11.5] 12.1 [11.4;12.8]
Pathologie .
Primaire® Ndiabétique 16.6 [15.4 ;17.8] 8.2 [7.4;9.1] 12.5 [11.7;13.2]
NIC 9.3 [8.4;10.2] 8.8 [7.9;9.7] 9.1 [8.4;9.7]
NICI 47 [4.1;5.4] 5.8 [5.1 ;6.5] 5.3 [4.8 ;5.7]
Inconnue 21.1 [19.8 ; 22.5] 19.3 [18.0 ; 20.6] 20.2 [19.3;21.1]
N-O 49.4 [48.6 ; 50.2] 43.7 [43.0 ; 44.4] 46.6 [46.1 ;47.1]
N-E 58.8 [57.9; 59.6] 49.7 [48.9; 50.4] 54.2 [63.6 ; 54.8]
C-O 36.3 [35.6; 36.9] 30.3 [29.7; 31.0] 33.3 [32.8 ; 33.8]
Région® C-E 103.1 [102.2;104.0] 70.5  [69.7;71.2] 87.0 [86.4;87.6]
S-O 77.8 [76.2; 79.3] 58.9 [57.6; 60.3] 68.5 [67.5; 69.5]
S-E 87.2 [85.9; 88.5] 61.0 [59.9; 62.0] 74.2 [73.4;75.0]
Tunis 115.9 [114.9;116.8] 88.0 [87.1;88.9] 102.1 [101.5;102.7]

a : taux bruts ; b : taux ajustés sur 'dge (hommes et femmes) et le sexe (tous), population de référence :

Tunisie 1992-2001.



ANNEXES 2-3-4

QUESTIONNAIRES DU PROTOCOLE OTARI:

Annexe2: Questionnaire inclusion et médical
Annexe 3: Questionnaire socio-professionnel et habitudes de vie
Annexe 4: Questionnaire de fréquence et d'habitudes alimentaires



LRSBC Mét@risk

A- Inclusion et consentement

Faculté de Médecine Institut National de la A1. Informations générales

Dentalre de Monestlr EN QU ETE PI LOTE Hedheache Agraomiqyie A11. Quel est le sexe la personne enquétée ? Higmmg B !

Université du Centre France

Tunisie Juin 2004 - Femme 2

A12. Quel est votre age (en années révolues) |7|7| ans
Personne est agée enlre 20 et 79 ans SOUL . eeiienn S 1 Allera A13
siNen 2 Aller a A5
Questionnaire - Refuse de répondre...... 3
. p ” A13. Depuis combien d’années habitez-vous dans le district de ------esemresmeremmessenceeeenn 2 |7|7| ans
InCIUSIon & Medlcal Persanne habitant dans la région depuis 5 ans ou plus - Oui 1 Aller a A14
. " . . A - Non 2
(a remplir par un médecin-enquéteur) Aller a A5
- Refuse de répondre. 3

7 < = A2. Informations médicales
Prénom de la personne a enquéter | |

A21. Un meédecin vous a-t-il déja dit que vous aviez du sucre dans le sang ou les urines, c'est-a-dire que vous
aviez un diabéte ?

- Oui 4 Aller a A5
- Non 2 Aller & A22

‘ | - Refuse de répondre. 3 Aller a A5

| A22. Dans les 6 mois qui précédent I'enquéte, un médecin vous a-t-il déja dit que vous aviez une infection de
P'appareil urinaire ?

‘ ‘ | Ex . infection urinaire (pyélonéphrite, cystite, prostatite) = QUi R LR 1 Aller a A5

Numeéro de I'enquéteur

2 Aller a A23
Date de la visite (jj/mm).... \__| |/\ \_|

- Refuse de repondre...... 3 Aller a A5

La zone ci-dessous sera détruite aprés remplissage A23. Dans les 6 mois gui précédent I'enguéte, un médecin vous a-t-il déja dit que vous aviez une maladie des
reins ou de I'appareil urinaire ?
_:ﬁ\-— Ex . adénome de la prostate. calculs urinaires, insuffisance rénale, autre

- Oui 1 Allera A24

Nof d&8 T ENGUETENR vy syt sy ks s s vk NG| 2 AlleraAzs

Nom du FOYER - Refuse de répondre...... 3 Aller a A5
Prénom de I'ENQUETE(E) «.vvvuvvivrieiiieeiiinnnnans

A24. Quel est le nom de cette maladie (maladie des reins ou de Pappareil urinaire) ? A29. Suivez-vous gctuellement un traitement, a la maison, a I'hépital ou dans un centre de santé (CSB, centre de

Remarque : 'enquéteur aice la personne a nommer l'affection. dialyse), pour cette affection ? Lequel ?
Type de traitement
Oui - 1
L 'affection est une
- néphrite interstitielle 1
Nen ... G o2
- néphrite tubulo-interstitielle 2 Aller a A3
. i . Aller a A25 - Refuse de répondre 3
- insuffisance renale chronigue de cause nephrite -interstitielle N 2
- insuffisance rénale chronique de cause indéterminée r
A3. Questions concernant uniqguement les femmes
- autre cause ou ne salt pas 5
Aller a A5
- Refuse de répondre T a8 | Si la personne interrogée est une femme, poser les questions A31 et A32, sinon passer a la question Ad.

A31. Etes-vous actuellement enceinte ?

A25. A quelle date a-t-elle été découverte ? (mmlaaaa) " |_|_| | ‘_l ‘ | _Oui L 1 Aller a A5
-Non... Sl B 2 Aller a A32
A26. Suivez-vous un traitement, a la maison, a 'hépital ou dans un centre de santé (CSB, centre de dialyse), - Refuse de répondre B 3 Aller a A5
pour cette affection ?
- Oui 1 Aller & A27
_Non 5 A32. Etes-vous en période de menstruation ?
. Aller a A28 -Oui - 1 Alfer a A5
- Refuse de répondre. ... 3
- Nen 2 Aller a A4
N . . o . ~ - Refuse de répondre................| 3 Aller a A5
A27. Quel traitement suivez-vous pour cette affection (médicaments, séances de dialyse,autre) 7

Remarque : 'enquéteur aide la personne a nommer le tratement.
A4. Consentement a participer a la recherche

Remarque : 'enquéteur explique en détall les objectifs, les modalités et le déroulement de 'étude. Il repond aux
questions de la personne avant de solliciter et de recuelllir son consentement.

A28. Dans le passé (au de-la des 6 derniers mois), un médecin vous a-t-il déja dit que vous aviez une maladie
des reins ou de I'appareil urinaire ? Accepteriez-vous de participer a I'étude épidémiologique qui vient de vous étre présentée par le médecin-

8 ?
Ex . adenome de la prostaie, calculs urinaires, insuffisance rénale, autre enguéteur ?

- Oui... o1 1 Faire signer le
consentement et
Nom de la maladie™ Date de découverte (mmjaaaa) aller a B1
1 - Non . 2 Interrompre
SOUl 1 | | | | ‘ | ‘ ‘ linterview

AS5. Non inclusion dans I'étude

L'enquéteur expligue a la personne pourguoi elle ne peut pas participer & |a recherche (cf. la réponse qui a renvoyé
Allera A3 I'enguéteur a ce paragraphe) et la remercie pour sa disponibilité.
- Refuse de répondre 3

I'enquéteur aide la personne a nommer |'affection




B- Données anthropométriques

B1. Quelle est votre taille 7 .............. |*‘ m |*|%| cm

B2. Quel est votre poids ?.......... ‘¥|7‘7| kg

B3. Le médecin enquéteur prend la tension artérielle de la personne selon les indications fournies :
|1]2)lo|z)

(ex :pression artérielle systoligue=12 ; pression artérielle diastolique=7

Tension arterielle au repos ©

C- Etat de santé et antécédents familiaux

Co. Bénéficiez-vous d'une affiliation & un régime de sécurité sociale (assurance maladie) ?

Qui, via la Caisse Nationale de Retraite et de Prevoyance Sociale (CNRPS | fonctionnaires du secteur 1
public) B B B N S N N

Oui, via la Caisse Nationale de Sécurité Sociale (CNSS : salariés du secteur prive) .................

Oui, via la Caisse des Indigents (Cl)

ENI ]

Oui, via un autre regime {preciser) -.........

n

Nen, ne bénéficie d’aucune affiliation a la sécurité sociale ......................

C1. Un médecin vous a-t-il déja dit que vous aviez une pression artérielle élevée, c’est-a-dire que vous aviez une
hypertension artérielle ?

- Oui i3 1 Alleracz
<tion Allera C5
- Refuse de répondre 3

C2. A quelle date a-t-elle été découverte ? ) N | | |/| | ‘ | ‘

C3. Suivez-vous un traitement pour cette hypertension artérielle ?

- Oul - 1 Allera C4
=Hen Allera C5
- Refuse de répondre. 3

C4. Quel traitement suivez-vous pour cette affection (médicaments, régime alimentaire, etc.) et depuis combien
de temps ?

Remarque . 'enguéteur aide la personne a nommer le traitement

C5. Un médecin vous a-t-il déja dit que vous aviez une autre maladie que celles évoquées précédemment ?

- Oul 1 Aller a C6
~Hcn ' Allera €8
- Refuse de répondre.

C6. Quel est le nom de cette maladie ?

Remarque ° l'enquéteur aide la personne a nommer | affection

|

C7. A quelle date a-t-elle été découverte ? (mm/aaaa) -

G8. A votre connaissance, un médecin a-t-il diagnostiqué gchez un membre de votre famille une maladie des

reins ?
- Oui i 1 Aller a C9
G stsesssisim Aller 4 D1
- Refuse de repondre.

C3. Quels sont vos liens de parenté avec cette personne ainsi que le nom de la maladie ?

Parenté (entourer) Nom de la maladie
=N < 22 1
Mrey 2
Fils 3
Fillg{s).....coovmemmrommsase i 4
Frére(s) .. 5
Sceur(s)...... . N [:]
Parent du 2°™ degré‘ . 7

*: grands-parents, oncles, tantes ou cousin(e)s

D- Consommation de médicaments néphrotoxiques courants

D1. Prenez-vous actuellement ou avez-vous pris des médicaments contre la douleur ?

Prenez-vous gctuellement cu avez-vous pris au cours des dix derniéres années de facen réguliére (au moins 2 fois par
semaine pendant 3 mois) des médicaments contre Ia douleur pour des maux de téte, des rhumatismes, des douleurs
dentaires, les regles, ou autre 7

A0 s 2 1 Ailera D2
- Non

Allera E
- Refuse de repondre.

D2. Quelle est votre consommation de médicaments contre la douleur ?

Indiquez les médicaments contre la douleur que vous prenez actuellement 0U QUE avez-vous pris au cours des dix
dernieres annges de facen réguliere {au moins 3 fois par semaine pendant 3 mois)

Nombre d’unités Combien de temps au

par semaine total
D21. Analgésiques a base de ‘ ‘ | | ‘ |
Pheénacétine Ol 1
cachels/sachets années mois
Ex : LAMALINE
MG 2 Aller a D22
D22. Analgésiques a base de | | |
Paracétamoanalgon Ol 1
cachels/sachets années mois
Ex . DIALGESAL. DIANTALVIC, ADOL
IDARAC NOM. 2 Aller a D23
D23. Anti-inflammatoires ‘ ‘ | | ‘ |
non stéroidiens Ol 1
cachels/sachets années mois
Ex : FELDENE, FLEXEN, INDOCID,
PIROXICAM, PROFENID, ROXAM,
VOLTARENE, XENID Non.e 2 Aller'd D23
D24. Autres medicaments confre la douleur
(& preciser)
B A I T R I
cachels/sachets années mois
_Non.. 2 Allera E

E- Remerciements et suites de I'enquéte

L'enquéteur remercie la personne pour sa participation et Ui expligue la suite du déroulement de I'étude
~  Nature et modalités des prélévements biologiques |
—  Nature et modalités des prélévements alimentaires

—  Autres questions qui seront posées (socio-démographiques, habitudes de vie, habitudes alimentaires et
questionnaire de fréquence alimentaire)

L'enguéteur indique & chague fois PAR QUI et QUAND, en accord avec la personne, ces prélévements et les
questionnaires seront recueillis, il n'est pas prévu qu'il le fasse (ui-méme



LRSBC Mét@risk

A- Situation socioprofessionnelle et instruction : participant

-Homme
A1. Quel est le sexe de la personne enquétée ?
- Femme
Faculté de Médecine OTA RI Institut National de la AZ2. Quel est votre dge (en années révolues) |7|¥| ans,
Ber}talrg‘qeﬂmznasthr ~ Recherche Agronomique
niversite du Centre
Tunisie EN QUETE PILOTE A A3. Quelle est votre situation professionnelle actuelle ?
Juin 2004 = ADCCUPE N, SMIPOL st s oo e sl T e ot B Bevesdbndi s 1 Aller a A5
L ORBIMBUL . ouersconsosasomr s By A AR AR s e 2
- Etudiant, éléve, en farmation, en stage non rémunéré 3
- Retraité(e) (ancien salarié) ou préretraité(e) 4
- Retiré(e) des affaires {ancien agriculteur, ancien artisan, ancien commercant. ) B Aller 4 A4
- Femme ou homme au foyer 8
Q u eStiO n n a i re - Autre inactif (y compris les titulaires d'une pension de réversion ou invalide) 7
= REfUSE UE TBPONDIE.............oeieemnimemcn et e cre sttt s ettt 8
. .
socloprofesslon nel & Ad. Avez-vous déja exercé une profession ? -0ui - 1 Aller & A5
H H SO 14 s e panidmonbiagy R
Habitudes de vie
- Reluse de repondre.
A5. Etes-vous (étiez-vous) ?
AR sanS AVl i b A b i e s b s st AL AR e kgt Tes 1
Prénom de la personne a enquéter | | | - Ouvrier agricole 2
= Exploitaint agricole ...t s i e R 3
- Ouvrier non agricole (batiment, industrie) 4
- Cadre el profession lipérale moyen 5
. .
Numero du menage ae SRR . | — ‘ e ‘ e | - Cadre et profession libérale supérieur
= 2 ‘ ‘ | - Autre employé
Numero de la personne dans Ie menage s - Patron des petits metiers dans l'indusirie, commerce et services 8
. £ n - Artisan cu indépendant dans l'industrie, commerce & services.. T 9
Numero de I'enquéteur.......c..couvveen.
- Refuse de répondre 10
Date de |a visite (JJ/mm) S ‘ —_— |— | / ‘ — ‘ —_ | A8. Quel est votre niveau d'instruction 7
Aucun, vous n'avez jamais été scolarisé, vous n'avez jamais appris a lire et écrire ........ 1
Y = . § > Vous n'avez jamais élé scolarisé mais vous avez appris a lire et écrire 2
La zone ci-dessous sera détruite apres remplissage iy ¥
Volre scolarité s'est arrétée a 'ecole primaire (enseignement de base) ... 3
Q Votre scolarite s'est arrétée au secondaire, avant le baccalauréat TR TR 4
= Volre scelarite s'est arrétée au secondaire, au niveau du baccalauréal.. ...
7 & Vous avez suivi une formation professionnelle ... 6
Nom de FENQUETEUR: «usss s swummsmuwses s ww .
Vous avez entamé des études supérieures
(université, institut supérieur d'études technologigues, &cole d'ingénieur, autre)............. 7
Nom du FOYER .....cceeviiiiiinnnnnn e
Autre (préciser) 8
Prenom deI’ENQUETE(E) Refuse de répondre 9
A-bis- Situation socioprofessionnelle et instruction : ménage B- Consommation de tabac
Au cas oll les autres membres du ménage, en particulier le chef de familie et les enfants ayant aceés a l'instruction, m B Estece quavols fimez, méme da lemps an temps 2 Diflazvous
soient pas inclus dans 'étude, I'enguéteur interroge la personne sur |a situation professionnelle et l'instruction du che ) o
de famille ou de 'enfant ayant le niveau d'instruction le plus avancé. Qui, vous fumez quotidiennement ...
Aller a B2
-Homme Oui, vous fumez occasionnellement 2
A1b. Quel est le sexe du chef de famille 7 . .
2 FRIMME oo Non, vous ne fumez pas mais vous avez dgja fume................. 3
AZb. Quelle est sa situation professionnelle actuelle ? Non, vous ne fumez pas e vous n'avez jamais fumé 4 Allera C
- Oceupe un emploi .......c....... o 1 Aller a A5 Lo i oh e T ol L L e RO e RO - St g e A 5
- Chémeur 2
- Eludiant, éléve, en formation, en stage non rémunéré B B2. Combien de ... fumez-vous (fumiez —vous) ?  pipe a eau = fjour Isemaine
- Retraité(e) (ancien salarié) ou prératraité(e) 4 cigaretles ... {our /semaine
- Retiré(e) des affaires (ancien agriculteur, ancien arfisan. ancien commercant...} 5 Allera A4 neffa (tabac a priser} fjour /semaine
- Femme ou homme au foyer 6 cigares/cigarillos. four /semaine
- Autre inactif (y compris les titulaires d'une pension de réversion ou invalide) 7 B3. A quel age avez-vous commencé ? | | | ans
SNENE8:0aTYpOnCTN 8 B4. Si vous avez arrété définitivement, & quel 4ge avez-vous arrété ? | | ‘ ans
A3b. A-t-il (elle) déja exercé une profession ? - Oui. E— 1 Aller a A5
SNOM C- Utilisation de produits de beauté traditionnels
Aller a A6
- Refuse de répondre...... 3
C1. Vous arrive-t-il d'utiliser du crayon khél pour le - Oui - 1 Allera C2
Adb. Etait-il (elle) (est-il (elle)) ? maquillage des yeux ?
- Actif sans traval . e T S S A aars | - Non Aller a C3
- Ouvrier agricole (batiment, industrie) ............. $i i s ibla e A0 SRR A L b b AR 2 “ieltiss o mpandly
ilisez- 6l 2
- Exploitant agricole e T ——, siEg s R S A S A D 3 C2. A quelle fréquence utilisez-vous du crayon knol
- Ouwrier non agricole A - Quotidiennement. . - - . . 1
- Cadre et profession liberale meyen .............. SR T e ey oy i b 5 = Plusieurs f0is par SEMAING .. ...t wisininesemsonscsssnensmisincans 2
- Cadre et profession libérale supérieur . - 6 - Plusieurs fois par mois " " " " 3
- Autre employe... e e e e e i s manionel TR R et e A A L g 4
- Patron des petits meétiers dans lindustrie, commerce et services 8 - Refuse de T et 5
- Artisan ou indépendant dans lindustrie, commerce & services. 9
- Refuse de répondire 10 C3. Vious arrive-t-il d'utiliser du mardouma pour la -OUl e R 1 Alfera C4
— teinture ou le soin des cheveux ?
A5b. Quel est son niveau d'instruction ? =Hon Aller 3 C5
. . N . . - Refuse de répondre
Aucun, n'a jamais ete scolarisé, n'a jamais appris a lire et €crire ... S R A A St b eriad A 1
6 ilisez- 2
N'a jamais été scolarisé mais a appris 4 lire et écrire 2 4. Aquellefréquenceutilisez-vous du mardouma ?
S'est arrété a 'école primaire (enseignement de base) 3 - eeeeoee- fois par semaing i B . 1
S'est arrété au secondaire, avant le baccalauréat 4 = --------- fois par mois 2
S'est arrété au secondaire, au niveau du baccalauréat e 5 st 5 - Occasionnellement 3
A suivi une formation professionnelle = ¥ 52 o 6 - Refuse de répondre 4
A entamé des études supérieures
(université, institut supérieur d'études technologigues, école d ingénieur, autre).. . 7
C5. L'enguéteur remercie la personne et passe au questionnaire alimentaire.
Autre (préciser) 8
Refuse de répondre 9
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_A- Questionnaire de fréquence des consommations alimentaires

Nous souhaitons conn.

OCCASIONS DE CONSOMMATION

tre votre alimentation habituelle au cours des 4 derniéres semaines

Univeraith & Gontre FREQUENCE MOYENNE
Cembien de fois consommez-vous unie) 7 Fois par mois Fois par semaine " "
Wamal - 1 fois par jour
<1 1 J2a3 1 |[2a4]|5a6
Petit-déjeuner 0 1 2 3 4 5 6 7
Collation du matin 0 1 2 3 4 5 6 i
= = Dejeuner 0 1 2 3 4 5 6 7
Questlonna"‘e Cellation de l'aprés-midi 0 1 2 3 4 5 6 7
er 0 1 2 3 4 5 6 7
de Fréquence & Collation du soir 0 1 2 3 4 5 [} 7
d, Ha b.t des NATURE ET FREQUENCE DES CONSOMMATIONS
I u Pour chague aliment de cette liste, veulllez nous indiguer la fréquence de sa consommaticn au cours des
Alimentaires derniéres semaines.
FREQUENCE MOYENNE
Code Aliments iam [ Fois par mois_JFois par semaine] _Fols par jour
| <1 [ 1 [2a3] 1 Jeaafsas] 1 [2a3] 24
Pétisseries/Sucreries
Prénom de la personne & enquéter | | | Biscuis i BN N PN R
[Bsissa (] 1 2 3 4 5 5] i 8 8
IChamia o 1 2 3 4 5 6 7 8 8
IConfiture & miel 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
L T IGateaux o 1 2 3 4 5 6 i 8 )
Numeéro du ménage.................. _ |__ . e . EIEEES PRI BTl
, = iennoiseries 0 1 2 3 4 5 5 7 8 9
Numeéro de la personne dans le menage|__\__\ ey o R EE FE R ERAEEE
r ~ o 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Numeéro de I'enquéteur.......coovvvvnnne |__ o 0 12l sla]ls sl 7185
Pain
Date de la visite (Jj/mm) ‘__‘._‘/|__|___ [Ordinaire 0 1 2 3 4 5 5 7 8 9
Complet 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Orge 0 1 2 3 4 5 B 7 8 9
Mbassess 0 1 2 3 4 5 6 il 8 8
Tajine 0 1 2 3 4 5 6 iF 8 g
. - s s z Alawi 0 1 2 3 4 5 6 7 8 8
La zone ci-dessous sera detruite aprés remplissage T b0URa " EEEEEE FE RS ERERE
Q utres 0 1 2 3 4 5 8 T 8 g
T 0 1 2 3 4 5 6 7 8 8
0 1 2 3 4 5 6 7 8 8
’ Z Féculents et légumineuses
Nom Gl ENQUETEUR: coxesmsmmammvmnmsmmmansmmnsm s  Pommods.tere 5 T T T T T T T35 7T
Pates o 1 3 3 4 5 6 7 8 9
NOmt AU FOYER. o vniimninssansiimrsnatvnsisssnnitinsos S —— e T3l 2 sl s Telel+ als
, n__ - Tchiche ") 1 2 3 4 5 6 7 8 g
Prénom de 'ENQUETE(E) «.vvvveeeeenenaanannnns
FREQUENCE MOYENNE FREQUENCE MOYENNE
Code Aliments Fois par mois JFois par semaine | Fois par jour Code Aliments  ja Fois par mois [ Fois par semaine | Fois par jour
<1 1 |2a3 1 2ad|5a6 1 2al3| 24 <1 1 2as3 1 |2a4|5a6 1 2a3| 24
Riz ] 1 2 3 4 5 6 7 8 ] lLablabi 0 i 2 3 4 5 5] i 8 9
Légumes secs” 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 [Macaroni viande ou poisson 0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9
utres ] 1 2 3 4 5 6 7 8 ] Macaroni sans viande 0 i 2 3 4 5 5] i 8 9
o] 1 2 3 4 5 6 7 8 9 Marqua 0 1 2 3 4 5 6 7 8 )
] 1 2 3 4 5 6 7 8 ] Meéchoui 0 i 2 3 4 5 5] 7 8 9
Fruits et legumes (autres que féculents et légumineuses Mermez 0 1 2 3 4 5 6 - 8 9
[Fruits 0 1 2 |3 a |5 s I B Mhamess o ] 2 | 3 4| 5 | & 7 | & | 8
[Fruits secs : dattes, figues. raisins. 0 1 2 3 4 ] 6 7 8 8 Mioukia 0 4 5 3 4 5 5 - 8 3
oix et graines : amande. arachide, 0 1 2 3 4 5 6 7 8 g Mash = = = 3
0 1 2 3 4 5 6 7 8 8
Légumes ] 1 2 3 4 & 6 7 8 9 m gree m
[Ragodt viande ou poisson 0 i 2 3 4 5 5] i 8 9
Jutres 1] 1 2 3 4 5 6 E2 8 8 Riz et viande 0 , 2 3 4 5 P = P p
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
D 1 lefsals]efs]a]s oD 0 12 oy 415 6171610
WViandes/Volailles/Poissons/Oeufs T\ag'"E 0 1 {2 1 3 3415 64718 [0
iande 0 1] 2]3 a5 |6 7|8 ]|e6s Craous - B e B B
olallle 0 i 2 a 4 5 5 7 8 ) [Salade méchouia 0 1 2 3 4 5 6 F 8 9
Y o ” 2 3 P 5 5 7 s 9 [Salade composée (tunisienne) 0 1 2 3 4 5 6 7 & g
oeufs 0 1 2 3 4 5 5 7 8 ] [Sanawich 0 1 2 3 4 5 6 7 g 9
Autres © 1] 1 2 3 4 5 6 & 8 Hamourger 0 1 2 3 4 5 6 s 8 9
0 1 2 3 4 5 8 7 |8 9 Pizza 0 1 2 | 3 4 5 | 6 7 8 9
0 1 2 3 4 5 6 ki 8 9 fAutres 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Plats cuisinés 0 1 2 3 4 5 i 7 & 9
ssiba huile 0 1 2 3 4 5 6 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 g 9
Bazine 0 1 2 3 4 5 6 7 8 g Conserves
Borghol osbéne 0 1 2 3 4 5 (5] 7 8 ] Olives (zitoun) 0 1 2 3 4 5 6 7 g 9
Brick thon-ceul 0 1 2 3 4 5 [ 7 8 9 [Sardine & thon 0 1 2 3 4 5 G 7 8 9
bssissa orge sucree B A 5 5 P % 5 e s 9 lutres 0 1 2 3 4 5 5 7 8 9
Bssissa huile 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 ! 2 3 4 ? = z 8 L
Cc kaflag] 0 i]l2]3fals]|efz|ele - = . e e R
o : - : 5 = = s s : = Huiles/Matiéres grasses .
Shakchouka o - p — B p . . B " Huile d'olive 0 1 2 3 4 5 5] 7 8 ]
- = . - : = [Huile autre 0 1 2 3 1 5 6 7 8 S
Chorba VR G - - NN - A I lBeurre o |+ [ 2 ablals 6768 ¢
Shorba orge 0 1 2 3 4 5 5 7 8 Wutres 0 1 2 3 4 5 & 7 8 9
la'a 0 1 2 3 4 5 5 7 8 0 1 2 3 1 5 6 7 ] g
[Couscous viande ou poisson 0 9 2 3 4 5 5 7 8 0 1 2 3 4 5 6 7 8 )
Couscous légumes 0 1 2 3 4 5 6 7 8 Fl Laits et dérivés
Eia o 1 5 3 4 5 5 B s o [Fromage 0 1 2 3 4 5 6 7 & 9
Harguema 5 12102151071z LLben 0 1 le |3 fals |67 )8 |9
Rialem o 1 P 3 s 5 5 7 s ) [Yaourt 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
hiziem kadid 3 3 3 3 F F : 5 a = LLait 0 1 2 3 4 ? 6 7 8 9
- Autres 0 1 2 3 4 5] 6 7 8 9
aftagl 0 1 2 3 4 5 8 7 8 9 0 1 2 3 4 5 G 7 5 9
Amounia 1] 1 2 3 4 5 5] i 8 ] 0 1 2 3 4 5 6 & 8 g
oucha 0 1 2 |3 8 a)s (e B 7|8 |39




FREQUENCE MOYENNE

Aliments am: | Fois par mois_JFois par semaine | Fois par jour
[ <1 ] 1 [zas] 1 J2asa[sas] 1 J2a3] 24

15
Cafe 0 1 2 |3 4|5 |8 7lefo
Thé 0 1 2 |3 415 |6 7 lsals
Boissons fraiches 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Autres 0 1 2 |3 4als5 |6 718 lo
0 1 2 |3 4 516 7 lsfoa
0 1 2 |3 4|5 | s 7l s

Vins et boissons alcoolisées
in rouge 0 1 2 |3 4 516 i I 2
Mnibiang 0 1 2 |3 4 5 1 6 I g
Biere (Celtia, autre} 1] 1 2 3 4 & 6 7 8 g
utres 0 1 2|3 415 68 7lsloa
0 1 2|3 415 |6 I 3
0 1 2 |3 4|15 |8 r B
Autres (préciser)

0 1 2 |3 415 |6 p I
0 1 2 |3 415 |8 7 lsloa
0 1 2 |3 415 |8 7 lsloa
0 1 213 415 |6 7 lals
0 1 213 415 |6 i I
0 1 213 415 |6 i I
0 1 2 |3 415 |8 718 l¢
0 1 2 |3 415 |8 718 l¢
0 1 2 |3 415 |8 ra 2
0 1 2 |3 4|15 |6 7laflo
0 1 2|3 415 |6 7lafo
0 1 2|3 415 |6 7lafo
0 1 2 |3 415 |6 7l loa
0 1 2 |3 415 |6 7183
0 1 2 |3 4|5 |6 7 lafls
0 1 2 |3 4|5 |6 s A
0 1 2 |3 4|5 |6 s A
0 1 2 |3 4|15 |8 718 lo

B- Habitudes alimentaires : approvisionnement

Cette question doit étre posée a la personne du MENAGE qui effectue les courses. Elle concerne les
habitudes du MENAGE enquéte.

Nous souhaitons connaitre vos habitudes en matiére d'approvisionnement de certains de vos aliments

Ol achetez-vous le plus souvent (du plus fréquent (1) au moins fréquent (3)) ? Ne consignez que les 3 sources
d'approvisionnement les plus fréguentes :

Produits | Légumes Fruits

s Vins
céréaliers secs secs

Céréales

Cafe

Au super ou a 'hyper-marché

Dans une supérette

Dans une épicerie de quartier

Directement dans une coopérative agro-alimentaire

Directement chez un producteur, voisin, artisan

Vous consommez votre production (auto-consommation)

C- Habitudes alimentaires : stockage

Ces questions doivent étre posées a la personne du MENAGE qui effectue les courses. Elles concernent
les habitudes du MENAGE enquété.

Nous souhaitons connaitre vos habitudes en matiére de stockage de certains de vos aliments

C1. Vous arrive-t-il de stocker des produits alimentaires de - Oui 1 Aller a B2
base (céréales, légumineuses, etc.) ou transformés e 5
bsissa, tchiche, etc.) a votre domicile ? %
( : ! : Aller 4 B3
- Refuse de répondre 3

aquelle saison ?

Aliments

Céréales

Contenants

A quelle saison ?

C2. Quels sont ces aliments, combien de temps en moyenne les stockez-vous, dans quels contenants et

Combien de temps en . a E %

moyenne ? S E s E 2

= = il S -1

b = g o

& <= &

| - ‘ — 1l2|3|4]s
emaine(s) mois

| - ‘ _ 1l2]3]|4]s
semaine(s) mois

| - ‘ _ 1lz2|3]|4]s
semaine(s) mois

| — ‘ _ 1lz2|3]|4]s
semaine(s) mois

| — ‘ T 123 4]s
semaine(s) mois

| __ ‘ T 1lz2|3]|4]s
semaine(s) mois

| __ ‘ _ 1|2 |3]|4a]s
semaine(s) mois

A quelle saison ?

Combien de temps en '—3_ @
< @
Aliments Contenants moyenne ? § £ o £ &
$ T W & 3
£ 3 ®
[y
Aliments composes ‘ ‘ ‘ ‘
—= 1 2 3 4 5
semaine(s) Rl
‘ —_ ‘ - 12|35
semaine(s) bk
‘ —_ ‘ - 12|35
semaine(s) s
‘ — ‘ 1 2 3 4 5
semaine(s) i
Autres (fruits secs, etc ) ‘ ‘
‘ S ‘ 7 2 3 4 5
semaine(s) e
‘ —_— ‘ 1 2 3 4 5
semaine(s) mais
‘ —_— ‘ 1 2 3 4 5
semaine(s) mois
C3. L'enquéteur remercie la personne et lui rappelle la suite du déroulement de I'enquéte. Il effectue en
particulier les prélé i il en choisi: les deux aliments a partir de I'analyse
qualitative du questionnaire de frégquence. Il remplit la fiche de prélévement.
Prélévements acceptes par la perscnne interrogee - Oui SR % 1
- Non 2

C4. Nom et origine des deux aliments prélevés :

Nom Origine

Aliment 1

Aliment 2




ANNEXE 5

FICHES TECHNIQUES DU PROTOCOLE OTARI:

Check-list médecin
Check-list infirmier
Nomenclature OTARI
Prélevement de sang
Mesure de la taille, du poids et de la tension artérielle
Instructions aux participants pour le recueil des urines
Urines: recolte, analyse sur place, fiche de prélevement
Choix et prélevement des items alimentaires
Liste des aliments composés tunisiens comprenant des ingrédients
vecteurs d'OTA



Check-list pour les visites aux participants : MEDECIN

Premiére visite

Check-list pour les visites aux participants : INFIRMIER

Premiére visite

1- Présenter I'étude 2 tous les membres du ménage réunis : re socio-professionnel et habitudes de vie » @

2- Passer le ¢« Questionnaire d’inclusion et médical » (questions A1l a A32) a I'une des

personnes du ménage : SONT REMPLIS EN FRANC N S'ASSURANT DE LA

— — — LISIBILITE DES REPONSES
LES QUESTIONNAIRES SONT REMPLIS EN FRANCAIS EN S’ASSURANT DE LA
LISIBILITE DES REPONSES 5 i ; ‘ z ‘ i i i o

2- laire passer le « Questionnaire de fréquence et d’habitudes alimentaires » en utilisant

3- Siles critéres d'inclusion sont remplis. exposer tous les aspects et ¢tapes de I'étude : si néeessaire, lorsque la personne déclare des items non lisiés, les espaces réservés a

- Nature de la recherche : recherche biomédicale sur les liens entre alimentation et « Autres » :
sant¢ (maladies des reins) :

- Durée de participation : 2 jours (2 visites de chacune 30min a 1h) ; 3= Recommencer & 1. avec un autre participant du meénage :

- Meéthode utilisée : des enquéteurs vous posent des questions a partir de trois .
questionnaires : inclusion et médical. socioprofessionnel et habitudes de vie. 4- Une fois que tous les membres du menage inelus dans I'étude ont rempli le
Iréquence ct habitudes alimentaires et prélevent un échantillon de sang (10ml). un «Questionnaire de fréquence et d'habitudes alimentaires ». suivre les instructions de
¢chantillon d*urines (50ml) et de deux échantillons d*aliments (100g chacun) : la fiche «Choix et prélévement des items alimentaires » pour identifier les deux

- Conditions de I"essai : un médecin et un infirmier vous rendent visite 2 jours de aliments de base & prélever par ménage :
suite selon un RDV fix¢ avec vous : _ . . i . . X . .

- Contraintes de cette recherche : accorder environ 1h pour le remplissage des 5~ Expliguer aux participants d'un méme ménage que deux échantillons alimentaires vont
questionnaires avec les enquéteurs et fournir les échantillons biologiques et étre demandés au niveau du ménage : donner les sacs étiquetés pour la réalisation des
alimentaires nécessaires : prélévements par la personne du ménage en charge de la cuisine ¢t nommer les aliments

- Risques prévisibles : aucun : sélectionnés.

4- Reépondre aux questions de la personne, puis solliciter son consentement. En cas de refus L
de participer. demander la cause et la noter : Seconde visite
5- Continuer la passation du questionnaire avec les questions B a I : pour les questions BI a 5 " . . . o 2 . it
= s Y i i X 5 1. Collecter les échantillons alimentaires du ménage en apposant immédiatement sur chague
B3. se référer aux procédures de la fiche « Mesure de la taille, du poids et de la tension ; - i . " e — :
artérielle sac. en plus de I'étiquette OTARI préalablement collée. le nom de "aliment effectivement
arter Wit i
5 . " " . préleve :
6- Prendre le RDV pour le recuceil du sang et des urines le lendemain matin et remettre le pot 5 FAT ope u s .
e 4 . : g P 2. Réaliser le prélévement de sang selon la fiche « Prélevement de sang » :
ctiqueté destiné au recueil des urines :
7- Donner les instructions au participant pour la réeolte des urines Ie endemain matin selon ST - . - .
< : A : , 3. Recommencer a 2. avee un autre participant du ménage.
la fiche « Instructions aux participants pour le recueil des urines » 3
8- Expliquer que I'infirmier-enquéteur va poser des questions sur les habitudes de vie et les
habitudes alimentaires :
9- Recommencer 4 2. avee un autre membre du ménage.
Seconde visite
- Récolter. ¢tigueter et analyser les urines selon la fiche « Récolte, analyses sur place,
fiche de prélevement » : remplir les questions 1 a 5 de la ¢ Fiche de prélévement et de
E des es » 3 les déposer sur glace
2- Compléter la « Fiche de prélévement et de suivi des urines » ¢
3- Recommencer a L. avec un autre participant du ménage.
Nomenclature OTARI Prélevement de sang
Exemple 1. Coller les gtiguettes individuelles OTARI sur les tubes avant tout prélévement :
5

Premier ménage enquété (ménage n°l)
['roisieme personne enquétée au sein du ménage (personne n°3)
Enquéteur n°4

Libell¢ des questionnaires (page de garde) :

INUMETO AU MENAGE ... iuhaienisnietsvasvnsss st ssinsnnsssbrssnnsisiati ss \0\ 1 \
Numeéro de la personne dans le ménage ... \0\ 3\
NUMEro de I'enNqUEIEUN ... ... oiisinrt bt siiesan s shrssnn s et ss \0\4\
Date de la visite (j/mm) ........cco.cccoovcreinnrrn. __ |215l/l0l6]

En suivant l'ordre de ces trois informations. "identifiant OTARI individuel de la personne

enquétée est le suivant : 01 03 04,

Etiquetage des échantillons

Sang et sérum
Un S est ajouté en prélixe : S010304.

Urines

Un U est ajouté en préfixe et le numéro de I"aliquot en suffixe : U010304_1 (1 pour aliquot

nl).

Aliments

Seul le numéro du ménage est pris en compte. avee le suffixe C pour I"échantillon de céréales
et A pour autre: 01C et 01A. Une etiquette comportant en toutes letires la nature de

I"aliment est ¢galement apposce.

Dans tous les cas, la date du prélévement est apposée en-dessous du code OTARL

0.

Désinfecter le site de prélévement (le plus distal possible afin de préserver le capital

veineux du bras) avec de 'alcool a 70°C. laisser sécher ;

Prélever 2 tubes de sang (2*Sml) :

Apposer le pansement :

: La pose du garrot est la plus bréve possible afin de limiter les risques d’hémolyse
(inférieure i deux minutes).

Homogénéiser les échantillons sans les agiter trop brutalement. ce qui favoriserait aussi

I"hémolyse :

Les tubes correctement étiquetés sont laissés 30min. environ a température ambiante sur

un portoir pour assurer la coagulation compléte (Tormation complete du caillot) :

Les tubes coagulés sont alors rassemblés et conservés dans une glaciere a +4°C ; ils

doivent rester a cette température au minimum 1 4 2h avant d*ére centrifugés (1000rpm.

10min) au local-laboratoire de Bou Salem.




Mesure de la taille, du poids et de la tension artérielle
Les mesures de la taille et du poids sont effectuées sans chaussures. ni veste et poches vidées.
Taille

1. Le sujet est debout. se tenant droit. les talons joints. les bras relachés le long du corps et
regarde droit devant lui
2. Lamesure est effectuée et notée sur le questionnaire individuel avee 0.5 em de précision.

Poids

Le pése-personne est taré une fois par semaine. étalonné au début de I"étude. reposant sur une

surface dure. plane et propre. 11 est nettoyé quotidiennement.

1. Faire monter le sujet sur la balance. au centre de celle-ci. pieds joints, son poids ¢
réparti sur ses deux pieds. Le sujet doit rester immobile et regarder devant lui :

2. Lire la mesure aprés stabilisation de laiguille et reporter celle-ei en kg sur le
questionnaire avec 500 g de précision. Le sujet ne devra pas lire sa mesure lui-méme.

calement

Tension artérielle

PREPARATION

On demandera au sujet d*éviter les exercices latigants, la consommation de tabac, et la prise
de médicaments susceptibles d'affecter le niveau tensionnel. au moins une heure avant la
mesure de la pression artérielle.

La mesure devra avoir lieu aprés 5 minutes de repos dans un environnement tranguille.

Le sujet doit étre détendu, en position assise. Le bras gauche est accoudé sur un support
confortable. le pli du coude a la hauteur du coeur. Le bras est relache.

Le sujet a par ailleurs été informé de la procédure de mesure.

PROCEDURE
1. Le sujet doit étre en position as

se

2. Le bras gauche. accoudé sur un support confortable. est utilisé pour la mesure :

3. Positionner le centre de la partie gonflable du brassard en regard de I"artere humérale a
deux ou trois centimétres du pli du coude : ne pas trop serrer le brassard afin de ne pas
comprimer le bras. Le haut du brassard ne doil pas étre en contact avec le vétement :

4. Gontler le brassard et effectuer la mesure :

5. Une fois le brassard parfaitement dégontlé. ¢lever le bras du sujet 3 secondes. attendre

alors 2-3 minutes. puis renouveler la mesure de pression artériclle selon les modalités
précedentes sans avoir informé le sujet du résultat de la premiére mesure :
6. Les mesures sont notées immédiatement sur le questionnaire individuel.

Note importante : lorsqu'il existe un éeart supérieur i 10 mm Hg entre les deux mesures
(soit pour la tension systolique. soit pour la tension diastoliquel. les deux mesures sont
répétées et le deuxieme couplet de mesures est noté.

Instructions aux participants pour le recueil des urines

Nous allons vous demander de récolter demain matin une partie de vos secondes urines du
matin. Par secondes urines, nous voulons dire que vous devez. au moment ol vous vous
levez le matin. uriner comme d*habitude. mais que lors de votre second passage aux toilettes,
nous vous demandons de récolter une partie de vos urines dans un pot que nous allons
maintenant vous donner.

Nous vous remettons un flacon stérile avec votre prénom indiqué au feutre (pour éviter la
conlusion des pots avee les autres personnes de votre ménage participant a I'¢tude). Ce [lacon
est 4 utiliser pour la récolte de vos urines. Ce flacon doit rester stérile. aussi nous vous
demandons de ne pas le manipuler ni 'ouvrir avant le moment ol vous devrez I'utiliser.

I vous est demandé. dans la mesure du possible. d”éviter de pratiquer une activité physique la
veille du prélevement (¢ est-a-dire aujourd™hui. & moins quun RDV ultérieur nait €té pris).

La procédure a suivre pour le prélévement est la suivante :

1. Aujourd’hui. évitez de faire trop d’efforts physigues si vous le pouvez (marche et

course a pied. vélo. portage de paquets. jardinage. etc.) @

Demain matin au réveil. urinez comme dhabitude en prenant soin de bien vider volre

ie au maximum : ne récoltez pas ces urines :

3. Si vous avez de nouveau besoin d’uriner avant que I’équipe d’enquéte n’arrive
(secondes urines du matin). suivez la procédure suivante :

a. Alin d*éviter les contaminations bactériennes. lavez-vous préalablement les
mains avec du savon :

b. Ouvrez le tlacon en évitant de toucher intérieur :

c. Pourla femme : vous ¢eartez les [evres :

d. Vous commencez a uriner en dehors du pot. puis sans cesser d’uriner, vous
placez le pot sous le jet durines pour le remplir presque jusqua ras-bord. mais
sans le faire déborder, et I"écartez du jet lorsqu’il est ple

¢. Lorsque vous avez [ini d’uriner. vous relermez le flacon en vous assurant que

vous avez bien vissé le couverele @
Vous vous relavez les mains au savon et essuyez Iextérieur du tlacon :
Cet ¢échantillon d urines est fragile et nous vous demandons :
i. de noter "heure @ laquelle vous I"avez pris :
ii. de le déposer dans un endroit frais et a ["abri de la lumiére jusqu’a

I"arrivée de I'enquéteur.

4. Si vous n’avez pas eu de nouveau besoin d’uriner avant que I'équipe d’enquéte
n’arrive. atlendez les instructions des enquéteurs qui vous re-expliqueront comment
réaliser le recueil @ leur arrivée.

12

il

Attention : Si vous avez oubli¢ de recueillir les secondes urines. n"hésitez pas a le dire a
I"enquéteur et a lui indiquer A quel moment ['échantillon que vous lui donnez a
etfectivement ¢té pris. ou attendez sa venue pour le réaliser en sa présence.
LE PLUS IMPORTANT POUR NOUS EST D*AVOIR UNE INFORMATION FIABLE SUR LES
URINES QUE VOUS NOUS FOURNISSEZ.

Urines : récolte, analyses sur place, fiche de prélevement

Le pot d urine est récolté chez le participant dans la matinée. On vérilie d*abord auprés du
participant la correspondance entre le contenu du pot (prénom) et I'identité du participant.
Une étiguette OTARI (U7 pour urines + identitiant OTARI du participant) est alors
immeédiatement accolée sur le pot (de manicre a recouvrir le prénom).

Bandelettes urinaires

Un ain nombre d’examens doivent €étre effectués au plus vite sur les urines non
1gées. done sur place chez le participant. ce & I"aide d’une bandelette urinaire :

densité urinaire

pH

protéinurie

glucosurie

. hématurie

0. leucocyturie

Procedure
I. Aprés s'Ctre assuré que le flacon est bien fermé. le retourner doucement de haut en bas
pour assurer son homogénéisation :

2. Retirer une bandelette du flacon sans toucher les zones réactives avec les doigts @
3. Refermer immédiatement le flacon :
4. Immerger briecvement la bandelette (une seconde au maximum) de maniere a ce que

toutes les zones réactives soient au contact de 'urine @

I'rempage (1 s.)

\/

5. Ligoutter la bandelette en passant le bord contre le rebord du récipient puis tapoter
brievement (une seconde) le bord sur une surtace absorbante :

Egouttage

6. Maintenir la bandelette en position horizontale pour empécher toute interférence entre
les plages réactives et/ou la contamination de l'urine par les doigts ; attendre 60s avant
d’effectuer la lecture des plages @ densité urinaive. pii. proiéines. glucose. sang et
hémoglobine. et 120s avant la lecture de la plage leucocyres :

7. Lire les résultats visuellement par rapprochement avec I'échelle colorimétrigue :

8. Consigner les résultats sur la « Fiche de prélévement et de suivi des urines »
{questions 1 4 5) sur laquelle est collée une étiquette OTARIL

Dépot sur glace

Note importante : les ¢chantillons doivent rester le moins longtemps possible a température
ambiante (moins de deux heures aprés leur prélévement pour analyse par bandeleties
urinaires). Aussi. une fois les analyses (bandelettes) réalisées, déposer immédiatement le
pot sur glace.

Prendre soin de bien renseigner :
|. I’heure du prélévement indiquée par le participant (question 1) :
2. P'heure du recueil par enquéteur (analyse par bandelette et dépdl sur glace.
questions 3 et 5).



Choix et préléevement des items alimentaires
Identification et choix des items a prélever

Nous souhaitons prélever deux échantillons alimentaires au sein de chaque ménage enqué
Les aliments doivent étre choisis selon trois critéres d'importance déeroissante :

- Critere | @ étre des vecteurs connus "OTA ¢

- Critére 2 : étre consommeés [réquemment par au moins deux des membres du ménage :

- Critere 3 : Etre stockés au sein du ménage avant préparation et consommation,

Critére 1 : nature de d'aliment

S,

Parmi les deux aliments chois ‘un doit étre a base de céréales et ["autre appartenir a un
autre groupe d'aliments cf. tableau (non exhaustif) :

Céreéales et produits céréaliers Autres
Ble Cate
Orge The
Bsissa (poudre el préparée, a I'huile} Vin
Riz Biére
Farine Epices
Pales alimentaires Fruits secs (dattes, raisins, etc.)
Semoule Légumes secs (légumineuses)
Sorgho

Critére 2 : fréquence de consommation

Les deux aliments choisis doivent présenter une fréquence de consommation importante chez
au moins deux des membres du ménage participant a "¢tude d’apres les réponses apportées au
questionnaire de fréquence des consommations alimentaires.

Seules les matiéres premicres ou produits transformés sont prélevés. pas les plats composés.
L enquéteur doit done faire un effort de correspondance entre plats composés et ingrédients
alimentaires. Il peut pour cela s aider de la feuille de recettes jointe.

Critére 3 : habitudes de stockage

L. 7aliment cérealier choisi doit de préférence étre couramment stocké par le ménage avant sa
consommation. Si "autre aliment identifi¢ comme souvent consomme est de type fruits secs
ou légumes secs. on prélévera de méme préférentiellement ceux qui sont couramment stockés
par le ménage et non pas achetés au fur el @ mesure des besoins de consommation. Ces
informations sont déduites du questionnaire dhabitudes de stockage (questions D1 & D2).

Le eritere de Iréquence de consommation (2) est toutefois plus important que ce dernier (3).
Aussi un aliment ne devrait-il pas ¢tre préleve pour la seule

ison de son stockage ménager.

Modalité des prélévements

Pour rendre le prélévement plus acceptable et courtois. il est demandé a la personne du
ménage en charge des repas de réaliser elle-méme les deux prélevements de 50 a 100g a
I"aide des cuilléres jetables et des sacs a congélation fournis et pré-étiguetés avec le code
OTARI du ménage.

Des explications claires lui sont toutefois fournies qu

ant & l'importance de ne pas choisir
une partie de son stock pour des raisons qui seraient lides a ses croyances par rapport au
caractére sain de I'échantillon fourni.

Le participant ne doit pas étre tenté de fournir des échantillons de particuliérement
mauvaise qualité (moisissure visible ou durée de stockage exceptionnellement longue) ni
de qualité supérieure A la moyenne de la consommation du ménage (approvisionnement
le plus récent, meilleures conditions de conservation), mais un échantillon « courant ».

Le contenu de chaque sac est alors immédiatement identifi¢ par une étiguette portant le nom
de 'aliment prélevé, en plus de I'étiquette d'identification du ménage préalablement
apposce.

Liste des aliments composés tunisiens comprenant
des ingrédients vecteurs d'OTA

Aliments Ingrédients et propartions

Bie (50%) + pois-chiches (50%) + eau + aromates + huile

Bsissa Orge + eau
Sorgho + eau
Chamia Pate a base de graines de sésame + fruits secs (ex : amandes 1%)
Mbassess Semoule de blé + huile
Tajine Pain berbére a base de farine de blé
Miawi Idem + huile
Tabouna Pain berbére cuit au four arabe (tabouna)
Tchiche Soupe de semoule d'orge
Assida huile Pate a base de farine de ble + huile + dattes + miel (aux pignons pour le Mouled,
I'anniversaire du Prophéte)
Bazine Assida du Sud non sucrée avec sauce piquante
Borghol osbéne Blé concassé avec oshéne (abats de mauton, riz. pois chiches, viande, légumes)
Brick thon-ceuf Farine de ble de la feuille {15%) + thon +oceuf
Chakehouka Légumes de saison (Pcmmeﬂie,;i:i ;x;t;ucl:‘egn;:;gﬂcnﬁ + légumes secs (20%
Chorba Petites pates de blé cuites en soupe (10% pites) + eau
Chorba orge Cf. Tehiche
Couscous viande ou poisson Semoule de blé (80%) + légumes secs (5%)
Couscous légumes Semoule de blé (80%) + légumes secs (5%)
Harguema
i [Fale a base de fanne de bIG el eau, pelie t coupee en pelits morceaux pour fairg
une soupe + 2% légumes secs
Hialem kadid Hialem + viande sechee
Lablabi Pois chiches (50%) + pain (50%) + ceufs
Macaronis + viande Pates (bl dur)
Mermez Sauce tomate + oignons + pois chiches (~ 5%}

Cf. Hlalem mais la pate est passée au lamis el forme des bouleties (comme des

Mhamess :
Qros grains de couscous)
Mioukia Sauce verte + viande + huile

Sohlob Farine de sorgho (80%) + eau ou lait




RESUME

La réalité et I’'importance des effets sanitaires de 1’exposition alimentaire a 1’ochratoxine A
(OTA), une mycotoxine néphrotoxique et cancérogene chez I’animal, posent encore
aujourd’hui largement question.

Nous développons trois approches épidémiologiques dans 1’évaluation du risque lié¢ a I’OTA :
(1) description de I’incidence des insuffisances rénales terminales traitées en Tunisie (1992-
2001) ; (2) modélisation de I’exposition de la population francaise avec étude de sensibilité
(données sources et modele) ; (3) mise en place d’une étude épidémiologique transversale et
multicentrique en population tunisienne (protocole OTARI: OTA, Tunisie, Alimentation,
Rein, Investigation).

Nos résultats méthodologiques et opérationnels suggerent que 1I’exposition a I’OTA est faible
dans la population francaise et ne constituerait un facteur de risque potentiel pour certaines
néphropathies en population tunisienne qu’en cas de cumul de conditions défavorables au
maintien de I'intégrité rénale.

MOTS-CLES

Risque alimentaire, épidémiologie, mycotoxines, insuffisance rénale, exposition alimentaire,
biomarqueurs.

ABSTRACT

The true nature and importance of health effects related to dietary exposure to ochratoxin A
(OTA), a ubiquitous food mycotoxin proved to be nephrotoxic and carcinogenic in animals, is
still unknown. We develop three different approaches to an epidemiological risk assessment
of OTA. (1) First, we describe recent trends of incidence of treated end-stage renal disease
(ESRD) in the Tunisian population (1992-2001). (2) Then, we model the exposure of the
French population and perform a sensitivity analysis (input data and model structure). (3)
Last, we design a cross-sectional and multicentric field study in the Tunisian population
(OTARI project).

Our results show that the exposure of the French population is low. Moreover, it seems that
OTA exposure could not be considered as a potential risk factor for chronic kidney disease
within the Tunisian population unless people accumulate several conditions favourable to
kidney impairment.

KEY-WORDS

Food chemical, risk assessment, epidemiology, mycotoxins, chronic kidney disease, dietary
exposure, biomarkers.




