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Résumé

Contexte : Le glyphosate est le composant actif déclaré des herbicides les plus largement utilisés
dans le monde, et est donc largement présent dans l'environnement. Les taux urinaires de glyphosate
représentent un biomarqueur pertinent pour chaque exposition individuelle aux herbicides a base de
glyphosate. Cependant, la mesure du taux de glyphosate dans les urines est controversée car
différentes méthodes de détection ont conduit a des résultats contradictoires, notamment dans le cas
du dosage immuno-enzymatique (ELISA) versus chromatographie liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem (LC/MS-MS) pour l'urine, et ELISA versus chromatographie
liquide haute performance couplée a la détection de fluorescence (HPLC/Fluo) pour l'eau.
Méthodes : Nous avons comparé la méthode ELISA a la méthode LC/MS-MS ou HPLC/Fluo en
soumettant a deux laboratoires (Biocheck, Allemagne et Labocéa, France, respectivement) des
échantillons d'urine et d'eau identiques, dopés ou non avec des concentrations de glyphosate, mais
aussi avec deux molécules chimiquement proches : la glycine et I'acide aminométhylphosphonique,
respectivement l'analogue et le métabolite principal du glyphosate.

Résultats : Les deux laboratoires ont revendiqué un seuil de quantification du glyphosate (LOQ)
similaire : 0,08 et 0,05 ng/mL, respectivement. Chacune des méthodes testées s'est avérée
spécifique au glyphosate et n'a donc entrainé aucune détection croisée avec la glycine et 1'acide
aminométhylphosphonique. Cependant, ces méthodes ont montré des différences a la fois dans la
reproductibilité et la fiabilité selon la matrice utilisée (eau ou urine).

Conclusion : Bien que la méthode ELISA ait donné des résultats moins précis que la technique
HPLC/Fluo lorsqu'elle était appliquée a des échantillons d'eau, les concentrations de glyphosate
mesurées dans l'urine étaient beaucoup plus fiables et reproductibles avec la technologie ELISA que
celles obtenues avec la technologie LC/MS-MS.
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Introduction

Les herbicides a base de glyphosate (GBH) sont des herbicides non sélectifs a large spectre et les
pesticides les plus largement utilisés dans le monde [1]. Le Glyphosate (GLY), le N-
(phosphonométhyl) glycine qui est - comme son nom l'indique - un analogue amino-phosphonique
de I’acide aminé glycine naturel. Le principal produit de biodégradation du GLY est 1’acide
(aminométhyl) phosphonique (AMPA). Le GLY a été breveté comme ingrédient actif herbicide en
1971 (brevet américain No 3,799,758) par la société américaine Monsanto (acquise plus tard par la
société allemande Bayer en 2018). Les premiers GBH ont été introduits sur le marché des pesticides
en 1974 sous le nom commercial populaire Roundup®, et d'autres ont suivi: Glyphogan®,
Touchdown®, Glifoglex®. Tous sont des mélanges de GLY avec d'autres produits chimiques
utilisés pour faciliter la pénétration du GLY a travers 1'épiderme des plantes et augmenter sa stabilité
et son activité [2, 3]. Les GBH, qui représentent plus de 750 formulations [4], sont largement
utilisées dans 1’agriculture intensive, les jardins potagers, la foresterie, I’aménagement paysager et
la gestion des zones humides. Leur utilisation a augmenté considérablement depuis 1996,
notamment avec le développement des cultures tolérantes au Roundup® [1], dont la grande majorité



des plantes génétiquement modifiées (GM) cultivées commercialement dans le monde [5].
L’utilisation des GBH continue d'augmenter avec I'apparition de mauvaises herbes tolérantes induite
par l'application généralisée de ces herbicides : la prolifération de ces mauvaises herbes nécessite
des pulvérisations plus fréquentes et des concentrations plus élevées [1].

Une telle utilisation extensive des GBH souléve la question de 1’exposition de la population, a la
fois en milieu professionnel et via l'eau potable et la nourriture. Le GLY a été détecté dans la
poussiere des maisons non agricoles [6], et GLY et 'AMPA ont été trouvés tous deux dans les sols,
l'eau, les plantes, les animaux et les aliments [7-9]. En particulier, il a été démontré que le GLY
s'accumule dans le soja GM tolérant au Roundup [10]. Ceci est d’autant plus pertinent que la
plupart des animaux élevés en milieu intensif sont nourris avec des tourteaux de soja fabriqués a
partir de graines de soja GM [11, 12] principalement cultivées aux Etats-Unis, au Brésil et en
Argentine [5]. De plus, le GLY et 'AMPA peuvent également étre dispersés par 1'érosion éolienne et
hydrique [13].

Malgré une abondante littérature scientifique rapportant les effets néfastes du GLY et des GBH sur
I'environnement et la santé (pour les revues : [14-16]), les effets néfastes des GBH continuent de
susciter des débats controversés dans les sphéres publiques, scientifiques et politiques [17-19]. Le
débat en cours a conduit a un examen minutieux des procédures d'évaluation et des méthodologies
d'analyse [20].

Les voies par lesquelles le GLY pénétre dans 'organisme sont cutanées, orales et inhalatoires [2,
21, 22]. Méme si la peau ne permet qu’une faible absorption (environ 2%), c'est la principale voie
d'entrée signalée pour les agriculteurs exposés [23]. Une fois dans I'organisme, le GLY s'accumule
principalement dans les organes de détoxification (reins et foie), cdlon, intestin gréle, ainsi que dans
les os et la moelle osseuse, et est éliminé principalement via les féeces (90 %) mais aussi dans les
urines [2]. La détection du GLY dans l'urine est donc un moyen facile d'évaluer 1'exposition et la
contamination des individus par des GBH [24, 25]. Cependant, le GLY dans les urines est
également controversé puisque des résultats contradictoires ont été obtenus selon les méthodes de
détection utilisées. Une vaste campagne a été lancée en France pour détecter le GLY dans les urines,
et tous les tests effectués dans un laboratoire (Biocheck, Allemagne) utilisant la méthode ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) se sont révélés positifs [26]. D'autres études commandées
par d'autres individus et réalisées dans d'autres laboratoires (par exemple, Labocéa, France) utilisant
la chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem (LC/MS—-MS) donnaient
systématiquement des taux inférieurs voire des résultats négatifs.

Le but de cette étude est de réaliser une analyse comparative de ces deux techniques de détection
de GLY dans 'urine en soumettant aux deux laboratoires des échantillons identiques, dopés ou non
par des concentrations précises connues en GLY, glycine ou AMPA. La supplémentation en glycine
ou AMPA était destinée a tester une éventuelle détection croisée de molécules chimiquement
similaires. Des échantillons d'eau du robinet ont également été soumis aux deux laboratoires, afin
de savoir si la précision des niveaux de glyphosate mesurés pouvaient dépendre de la matrice.

Matériels et méthodes

Recueil d'échantillons originaux

Un échantillon d'eau du robinet d'au moins 400 ml a été prélevé dans un flacon stérile de 500 ml.
Deux échantillons des premieres urines matinales (au moins 400 ml chacun) provenant de deux
individus ont été recueillis dans des flacons stériles de 500 mL.

Produits chimiques

Le N-(phosphométhyl) glycine (GLY ; CAS: 1071-83-6, également connu sous le nom de
«glyphosate technique», la Glycine (CAS : 56-40- 6) et 1’acide (aminométhyl) phosphonique
(AMPA ; CAS : 1066-51-9) ont été achetés chez Sigma-Aldrich. Pour chacun de ces trois produits
chimiques, une solution mere a 1 mg/mL a été obtenue en dissolvant 10 mg dans 10 mL d'eau
ultrapure (Millipore). Chaque solution mere a été ensuite diluée en série (deux dilutions successives
a 10 ) dans de 1'eau ultra-pure pour obtenir des solutions finales a 0,1 pg/mL.



Conception du protocole

La conception du protocole est résumée dans la Fig. 1. Chacun des trois échantillons originaux (un
d'eau et deux d'urine) a été distribué uniformément dans 8 tubes stériles en polypropylene de qualité
médicale de 50 ml (8 x 50 ml). Pour chaque lot de 8 tubes, le premier (A, I, Q) a servi de témoin
(pas de produits chimiques ajoutés). 50 pL (5 ng), 250 pL (25 ng) et 1000 pL (100 ng) de la
solution finale de GLY ont été ajoutés respectivement aux seconds tubes (B, J, R), aux 3emes (C, K,
S) et aux 4émes (D, L, T). 250 pL (25 ng) et 1000 pL (100 ng) de la solution finale de glycine ont
été ajoutés respectivement aux Semes tubes (E, M, U) et 6emes (F, N, V). 250 pL (25 ng) et 1000
HL (100 ng) de la solution finale d'AMPA ont été ajoutés respectivement aux 7émes tubes (G, O, W)
et 8emes (H, P, X). Pour chaque série, 40 mL de chacun des huit tubes ont ensuite été uniformément
répartis dans quatre tubes (4 X 10 mL) : deux tubes (identiques) destinés au premier laboratoire
d'analyses (Biockeck, Allemagne), et deux autres (identiques) destinés au second laboratoire
d'analyses (Labocéa, France). Tous les tubes envoyés au méme laboratoire (16 par série, c'est-a-dire
par échantillon original) ont été numérotés au hasard de sorte que le laboratoire ne puisse ni les
identifier ni détecter les doublons. Les tubes finaux ont été emballés dans de la neige carbonique et
expédiés par un transporteur spécialisé dans le transport d’échantillons biologiques. Chaque
emballage contenait une sonde de température a lecture unique.
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Fig. 1 Outline of the protocol design. Details for GLY, glycine and AMPA supplementation are described in the "Materials and methods” section




Supervision et suivi des expériences

Cette analyse comparative étant susceptible d'étre citée dans dans le cadre d'une procédure
judiciaire, le processus expérimental complet (depuis la réception des étalons chimiques, et la
collecte des échantillons originaux, jusqu'a l'expédition) a été supervisée par un expert chimiste
judiciaire aupres des juridictions francaises et européennes, et a été suivi et photographié par un
officier de justice. De plus, I'ensemble de 1'expérience a été filmé en une seule prise horodatée. A
réception des colis, chacun des deux laboratoires a renvoyé la sonde de température précitée a
I'huissier de justice qui en a pris connaissance afin de s'assurer qu'il n'y avait pas eu de rupture de la
chaine du froid pendant le transport.

Résultats et discussion

Alors que le laboratoire Biocheck utilise la technologie ELISA pour la détection du glyphosate dans
l'eau et dans les urines, le laboratoire Labocéa utilise deux technologies différentes selon la
matrice : chromatographie liquide haute performance couplée a la détection de fluorescence
(HPLC/Fluo) pour les échantillons d'eau et LC/MS-MS pour les échantillons d'urine.

Les résultats obtenus pour les échantillons d'eau sont présentés dans le tableau 1. La limite de
quantification (LOQ) est de 0,08 et 0,05-0,1 ng/mL pour Biocheck et Labocéa, respectivement. La
reproductibilité (c'est-a-dire les résultats obtenus pour chaque paire d'échantillons identiques) est
tres bonne pour les deux laboratoires. Les deux méthodes utilisées (ELISA et HPLC/Fluo) donnent
des résultats inférieurs aux valeurs attendues ; la méthode HPLC/Fluo (Labocéa) produit des
résultats plus précis. Les résultats obtenus avec les échantillons W5 a W8 (supplémentés en glycine
ou AMPA), comparés a ceux obtenus avec I'échantillon témoin (W1), indiquent que les deux
méthodes de détection se sont avérées parfaitement spécifiques au GLY, du fait que les valeurs
détectées n'ont pas augmenté lorsque les molécules chimiquement similaires (glycine et AMPA) ont
été ajoutées aux échantillons.

Les résultats obtenus pour les échantillons d'urine sont compilés dans les tableaux 2 et 3. Pour
Biocheck, la LOQ est la méme que pour la matrice eau, a savoir 0,08 ng/mL. Quant a Labocéa,
alors que la LOQ initialement déclarée était de 0,05 ng/mL, elle s'est avérée étre 10 fois supérieure
(0,5 ng/mL). La justification donnée par le laboratoire était la nécessité pour eux de diluer 10 fois
tous les échantillons d'urine en raison d'un « fort effet de matrice » (c'est-a-dire que « l'urine était
riche de divers composés perturbant I'analyse en empéchant la détection des standards internes
labellisés »). Bien qu'il soit tout a fait compréhensible de devoir diluer des échantillons afin de se
situer dans une fenétre de détection compatible avec la méthode (et dans ce cas précis, pour mieux
détecter les pics chromatographiques), il est cependant difficile de comprendre pourquoi cela
impacte le seuil de quantification, qui dépend de la méthode et du composé cible [27, 28], mais pas
de I'échantillon. Ce devrait étre la méme chose, que I'urine soit diluée ou non. Pourquoi ne pas
simplement multiplier ensuite par 10 la concentration mesurée dans I'échantillon dilué 10 fois pour
connaitre la concentration dans 1'échantillon d'origine ? Labocéa a néanmoins obtenu certaines fois
des valeurs inférieures a la LOQ de 0,5 ng/mL (échantillons U2, U3, Ull, et un des échantillons
U8, U10, U16) "lorsqu'un pic chromatographique s’est détaché de facon significative du bruit de
fond », mais « sans la précision de cette estimation répondant aux exigences du COFRAC » (comité
francais d'accréditation).

Outre ce probleme de LOQ, rendant difficile I'interprétation de certaines valeurs de Labocéa, il
semble que la méthode de Biocheck (ELISA) donne une meilleure reproductibilité globale, a
l'exception d'un seul couple d'échantillons identiques (U4). En revanche, plusieurs échantillons en
double donnent des valeurs relativement éloignées dans le cas de Labocéa (U4, U7, U10, U12). De
plus, les valeurs mesurées par Biocheck sont beaucoup plus proches des concentrations attendues
que celles de Labocéa, méme lorsque les valeurs mesurées sont supérieure a 0,5 ng/mL (LOQ de
Labocéa) — et répondent donc aux exigences du COFRAC — (échantillons U4 et U12). Enfin,
comme dans le cas des échantillons d'eau, il est clair d'apres nos résultats qu'aucune des deux
méthodes (ELISA et LC/MS—MS) ne montre la moindre réaction croisée ou détection croisée avec
la glycine ou I'AMPA. Cependant, Labocéa a également mesuré la concentration d AMPA dans tous



les échantillons. De maniére surprenante, la concentration d'AMPA a été surestimée dans les
échantillons supplémentés en GLY (comparée aux échantillons de controle), indiquant que bien que
la méthode LC/MS—MS ait permis une détection spécifique de GLY, cette derniere a tout de méme
interférée avec la détection de ' AMPA (données non présentées).

Table 1 Measured and expected GLY concentrations ([GLY]) in tap water samples

Sample wi w2 W3 W4 W3 Wo W7 We
Supplementation GLY GLY GLY Gilycine Glycine AMPA AMPA
{ng/mL) 0.1 0.5 2.0 0.5 20 0.5 2.0
Expected [GLYT* X x+0.1 x+05 x+2.0 X X X X

L y AL | A | L ] !

Measured [GLY] <0.08 008 <008 <008 002 011 053 046 <008 <008 <008 <008 008 <008 <008 <008

by ELISA®

Expected value® <018 <018 =038 =038 <208 =208 =008 =008 =008 <008 =008 =008 <008 <008
2000 =010 =050 =050 =200 =200

Measured [GLY]" <005 <005 006 007 036 038 141 151 <005 =005 <005 <005 <005 <005 008 <005

by HPLC/Fluo®

Expected value® <045 <045 <055 <055 <205 <205 <005 <005 <005 <005 <005 <005 =005 <005
=040 =010 2050 =050 =200 =200

* All measured and expected GLY concentration values are expressed in ng/mL
® Braces indicate duplicates of the same sample

‘ Biocheck

9 Labocéa

Table 2 Measured and expected GLY concentrations ([GLY]) in samples of individual’s urine 1

Sample Ul uz2 u3 U4 us Ue u7 Us
Supplementation / GLY GLY GLY Glycine Glycine AMPA AMPA
{ng/mL} 0.1 05 20 0.5 20 05 20
Expected [GLY]" y y+0.1 y+035 y+2.0 ¥ ¥ y y
b
r L 1 [ A 1 r . ] |_l_\ J_J_| |_I— f 1 1 r . ]

Measured [GLY]*  1.11 112 1.19 1.14 o4 142 346 LB 0591 096 L4 1.21 1.14 1.11 0.98 1.13
by ELISA”
Expecied value 1.21 121 1.51 131 31y 3l 1.1 111 ii1 111 117 1.11 i.11 117

Measured [GLY] <050 <050 010 010 036 042 181 120 <050 <050 <050 <050 <0350 NA 010 <050
by LC/MS-Ms*
Expected value® 00 2000 =050 =050 =200 =200 <050 <030 <0.50 <030 <050 <050 <050 <0.50

* All measured and expected GLY concentration values are expressed in ng/mL
® Braces indicate duplicates of the same sample

© Biocheck

“Labocéa



La méthode ELISA pour la détection de GLY a été développée sur des échantillons d'eau [29]. Les
concentrations de GLY déterminées par ELISA dans des échantillons d'eau sont parfaitement
corrélées (coefficient de corrélation égal a 0,99) avec celles déterminées par HPLC [29]. Une telle
performance similaire entre les deux techniques pour les échantillons d'eau a été ensuite confirmée
par une autre analyse comparative [30]. Cette légere différence avec nos résultats pourrait
s'expliquer par les différentes plages de concentration de GLY entre leurs échantillons et les notres.
En effet, les principales différences que nous obtenons entre les deux techniques pour les
prélevements d'eau concernent ceux qui ont été dopés en GLY. Par conséquent, la technique ELISA
s'avérerait moins efficace que la HPLC/Fluo pour la détection du GLY dans I'eau uniquement pour
les échantillons les plus concentrés. Une autre différence avec le travail original de Clegg et al. [29]
concerne la spécificité de la méthode ELISA vis-a-vis du GLY : contrairement a nous, ils ont
observé que les antisérums polyclonaux GLY faisaient des réactions croisées avec 'AMPA. Ceci
indique que les kits ELISA kits utilisés par Biocheck [31] sont plus spécifiques que les originaux.
L'urine est une matrice beaucoup plus complexe que l'eau. En particulier, I'urine peut contenir un
grand nombre de métabolites tels que les acides aminés dont la glycine [32]. Par conséquent, la
transposition de la méthode ELISA pour la détection du GLY dans l'urine aurait pu étre limitée par
de possibles réactions croisées avec des molécules structurellement semblables au GLY, et surtout a
la glycine. Une telle réaction croisée conduirait a une surestimation générale des niveaux de GLY
dans I’urine, et méme a de faux positifs. Nos données montrent clairement que ce n'est pas le cas.

Table 3 Measured and expected GLY concentrations ([GLY]) in samples of individual's urine 2

Sample u9 u1o Ul Uiz U3 ul4 uls Ule

Supplementation GLY GLY GLY Glyeine Glycine AMPA AMPA
(ng/mL}) 01 0.5 2.0 0.5 20 03 20
Expected [GLY]" Z z+0.1 z+ 0.5 z+2.0 z z Z F

L h 1 1 i i i i I

r i r 1 r 1 r il r i r 1 r 1 I i

Measured [GLY]" 089 093 065 0.77 1.08 102 295 293 (.89 0GRS Loz 050 1.01 1.29 091 (.83
by ELISA”
Expected value® 1N 1.0} 1.40 1.4 2901 2.90 .90 080 0w 0890 0w0 090 080 w0
Measured [GLY]" <050 <0.50 0.92 010 043 034 1.00 190 =050 =050 =050 =030 =030 =050 0.10 =(.50

by LC/MS-MS*

Expected value® =0 2000 =050 =050 =200 =200 =005 <030 =030 =050 <050 <050 =030 =(L31

* Al measured and expected GLY concentration values are expressed in ng/mL
b Braces indicate duplicates of the same sample

Biocheck

?Labocéa

Conclusion

Pour la détermination des niveaux de GLY dans I'eau, la technique HPLC/Fluo utilisée par Labocéa
a donné des résultats plus précis que la technique ELISA utilisée par Biocheck. A 1'inverse, pour la
détermination des niveaux de GLY dans !’urine, la technologie ELISA de Biocheck a donné
beaucoup plus des résultats fiables et reproductibles que la méthode LC/MS-MS utilisée par
Labocéa.

Aucune des trois techniques utilisées pour la détection de GLY, que ce soit dans I'eau ou dans
lI'urine, n’a montré de réaction croisée ou de détection croisée avec les molécules chimiquement
similaires que sont la glycine et I’AMPA.

La méthode LC/MS—MS de Labocéa nécessite une dilution des premieres urine matinales dues a
un "fort effet de matrice", impliquant - selon Labocéa - une augmentation de leur seuil de



quantification (LOQ) qu'il a fallu multiplier par le facteur de dilution des échantillons. Par
conséquent, lorsque les taux de GLY urinaires sont donnés par Labocéa avec une LOQ de 0,05
ng/mL (la LOQ indiquée a l'origine), cela implique que les échantillons d'urine analysés n'ont pas
nécessité de dilution, et donc que ces urines ne sont probablement pas les premieéres urines du
matin, selon les recommandations du laboratoire, mais des urines plus tardives et plus claires qui,
bien siir, ne sont pas représentatives des niveaux réels de GLY auxquels le corps a été exposé.
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