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Pneumo-phtisiologie
Ophtalmologie
Chirurgie Générale
Chirurgie Générale
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Chirurgie Générale
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Chirurgie Générale
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Chirurgie Vasculaire Périphérique
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Gastro-Entérologie
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Endocrinologie et Maladies Métaboliques
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Anatomie Pathologique
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Pédiatrie

Chirurgie Pédiatrique
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Aprés plusieurs décennies d'une utilisation débridée des antibiotiques,
nous entrons dans une période de risque et de pénurie, avec l'apparition de
bactéries extrémement résistantes aux antibiotiques, voire a tous les
antibiotiques, alors que trés peu de nouveaux produits sont attendus dans les dix
prochaines années. Se dessine ainsi un probléeme aigu de santé publique, pour
'homme, et le regne animal dans un futur proche. Des échecs thérapeutiques
lourds de conséquences cliniques surviennent d'ores et déja vont se multiplier
dans les prochaines années, pour des infections jusqu'd présent tout a fait

bénignes, grdce aux antibiotiques(1).

Cette résistance ne dépend pas uniquement de la consommation
individuelle des antibiotiques, mais de leur utilisation globale, tous secteurs
confondus, tous pays confondus .C'est aussi un probléme de sécurité alimentaire:
I'usage abusif des antibiotiques en médecine vétérinaire (a but thérapeutique) ou
comme facteurs de croissance dans les élevages (sous forme d'additifs
alimentaires), en biotechnologie dans les organismes génétiquement modifiés,
dans lindustrie agroalimentaire et dans plusieurs autres secteurs induit la
transmission de résidus d'antibiotiques et de génes bactériens de résistance aux

humains via la chdine alimentaire.

Ce travail s'attache a présenter ce que sont les principaux aliments
susceptibles d'induire une résistance aux antibiotiques, ainsi qu'a établir le lien
entre la consommation de ces aliments et I'émergence et la propagation de

bactéries résistantes.






Chapitre I

Aliments d’origine animale




A- Objectifs de |'utilisation des antibiotiques chez les

animaux de production :

Les antibiotiques sont utilisés de quatre fagons différentes chez

les animaux de production, et avec des objectifs différents (2).

1- Utilisation a titre thérapeutique curatif :

Les antibiotiques peuvent &tre utilisés a titre thérapeutique
curatif. L'objectif est dobtenir la guérison des animaux cliniquement
malades et d'‘éviter la mortalité (3). Le traitement a aussi pour effet
de réduire la souffrance et de restaurer la production (lait, viande). Il réduit
I'excrétion bactérienne, permettant dans certains cas d'obtenir une guérison
bactériologique et, lors d'infection zoonotique, il peut éviter Ia

contamination humaine (4) .

2- Utilisation en métaphylaxie :

Lorsqu'une infection collective et trés contagieuse se déclare dans un
élevage avec de grands effectifs et évolue sur un mode aigu, avec suffisamment
d'éléments concordants pour incriminer une (des) bactérie(s), I'ensemble du
groupe d'animaux est tfraité. Les sujets qui sont exposés mais ne présentent
pas encore de signes cliniques (sains ou en incubation) font donc l'objet d'un
traitement en méme temps que ceux qui sont déja malades. Cette pratique est
qualifiée de métaphylaxie. Elle permet de traiter les animaux soumis a la
pression infectieuse alors qu'ils sont encore en incubation ou lorsque les

manifestations cliniques sont trés discrétes. La métaphylaxie est généralement
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mise en ceuvre a partir d'un seuil d'atteinte des animaux au sein du lot de 10 a 15

% de l'effectif (B) .

3- Utilisation en antibio-prévention :

Les antibiotiques peuvent tre administrés a des périodes critiques de
la vie, sur des animaux soumis a une pression de contamination réguliere et
bien connue. Dans ces conditions, on parle d'antibio-prévention car Ile
traitement permet d'‘éviter totalement lI'expression clinique. Cette modalité
d'utilisation des antibiotiques est adaptée a une situation sanitaire donnée et
doit &tre provisoire et ponctuelle. L'antibio-prophylaxie est également
utilisée lors d'opérations chirurgicales pour prévenir les infections bactériennes

(par exemple, lors d'une césarienne) (4).

4- Utilisation en tant qu'additif dans l'alimentation animale :

Les antibiotiques administrés aux animaux d'‘élevage en tant
qu'additifs alimentaires le sont a faibles doses. Si leurs effets bénéfiques sur la
productivité sont clairement observés, leur mode d'action reste encore mal
compris. Leur action se ferait par lintermédiaire de la flore intestinale et
ruminale . Ainsi, les relations symbiotiques de la microflore avec Ianimal
seraient modulées au profit de Ianimal avec pour conséquence, une
croissance accélérée grace a une meilleure assimilation des aliments (prise
de poids de l'ordre de 2 a 5%). Le bénéfice pour ['‘éleveur est net: une

consommation moindre d'aliment pour une croissance supérieure (6) .



a-Définition d'additif :

On entend par additif de lalimentation animale, tout ingrédient
ajouté intentionnellement a l'alimentation animale, qui n'est pas normalement
consommé sous forme d'aliments pour animaux, qu'il ait ou non une valeur
nutritive, affectant les caractéristiques du produit d'alimentation animale ou

des produits d'origine animale (6) .

On distingue notamment parmi les additifs de [I'alimentation
animale, les substances ou les préparations qui sont utilisées dans

I'alimentation animale afin :

- d'influencer favorablement les caractéristiques des matieres premieres pour
aliments des animaux ou des aliments composés pour animaux ou des produits

animaux ; ou

- de satisfaire des besoins nutritionnels des animaux ou d'améliorer la
production animale notamment en influengant la flore gastro-intestinale ou la

digestibilité des aliments pour animaux ; ou

- d'apporter dans l'alimentation des éléments favorables pour atteindre des
objectifs nutritionnels particuliers, ou de répondre aux besoins nutritionnels

spécifiques momentanés des animaux ; ou

- de prévenir ou de réduire les nuisances provoquées par les déjections

animales ou d'améliorer I'environnement des animaux ; ou

- d'améliorer les qualités gustatives, organoleptiques, nutritionnelles, hygiéniques

et sanitaires des produits préparés a partir des animaux (7) .
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b-Mécanismes d'action :

Les mécanismes d'action des facteurs de croissance antibiotique
ne sont pas encore élucidés complétement. Mais il est certain que leur cible est

la flore intestinale.

Lorsque les animaux naissent, leur flore intestinale se développe.

Des micro-organismes proviennent de la mere et de I'environnement.

Cette flore va se localiser dans les différentes portions du tube
digestif en fonction de I'adéquation entre les besoins des espéces
bactériennes et les conditions locales (par exemple, les conditions d'hygiéne ou
le stress). Elle comporte a la fois une flore endogene dominante et sous-
dominante fortement impliquée dans les phénomenes digestifs et une flore

d'opportunité composée de bactéries saprophytes pouvant étre pathogenes.

Si cette flore se multiplie exagérément, cela peut provoquer des
manifestations cliniques. Mais a l'inverse, si elle se développe en bas bruit,

cela affecte les performances zootechniques des animaux.

Ainsi les antibiotiques exercent leur action sur la flore
endogene et d'opportunité. Par ce biais, les facteurs de croissance permettent
d'amoindrir les effets négatifs dus aux déséquilibres rencontrés lors de
certaines périodes critiques de I'élevage ou dus a leurs conditions de vie «

insalubres ». A faibles doses dans l'alimentation, ils permettent d'éviter ces



déséquilibres en agissant sur les flores perturbatrices, généralement

cataboliques.

Par conséquent, les facteurs de croissance permettent une
stimulation de I'anabolisme de I'animal. Les doses utilisées (de quelques mg a 50
mg/kg d'aliment) ne sont ni bactéricides ni bactériostatiques en regard de celles
(quelques centaines de mg/kg) mises en oceuvre dans les  aliments
médicamenteux, mais elles exercent un effet métabolique chez certaines
especes bactériennes qui se traduit par une modification des conditions de

compétition au sein de ces flores complexes.

L'amélioration du rendement du systéeme symbiotique au profit de

I'animal résulte de :
- La réduction des micro-organismes sur les nutriments destinés a |I'hote,
- Une production moindre de substances toxiques (amines),

- Une meilleure absorption intestinale liée a la diminution de |'épaisseur

de la paroi des villosités intestinales.
Les avantages observés au plan nutritionnel et environnemental sont :

- L'amélioration de I'indice de consommation (IC : quantité de
matiére seche consommée pour produire lkg de poids vif de |'animal) et

de la vitesse de croissance (6MQ : gain moyen quotidien de poids vif) ;

- La réduction de |'excrétion de matiéres azotées, de phosphore et

de méthane.



Sur le plan quantitatif, il y a des résultats variables en termes
d'amélioration de I'IC et du GMQ, mais en moyenne ils sont tous nettement
positifs. Sur le plan qualitatif, aucune étude n'a montré un effet négatif de
I'utilisation des  antibiotiques  facteurs de  croissance  sur les
caractéristiques nutritionnelles ou organoleptiques des produits animaux, et
dans quelques cas des incidences positives limitées sur la teneur et la

composition des graisses de réserve ont été notées.

L'évaluation des additifs repose sur des criteres de qualité,
d'innocuité et d'efficacité. Les antibiotiques répondent a ces différents
critéres. En effet, il est primordial qu'ils ne provoquent ni dallergies, ni
de toxicités. Par ailleurs, ils doivent apporter un avantage, tel qu'augmenter

le rendement de production ou la qualité d'un produit (6).

B- Risques liés aux antibiotiques :

Les élevages intensifs sont de gros consommateurs d'antibiotiques.
Cette utilisation peut conduire a la sélection de germes résistants , ce qui
est un phénoméne naturel et inévitable. Dés 1977, les dangers potentiels pour
la santé (sélection chez les animaux de bactéries résistantes qui passeraient
chez I'homme, notamment par la chdine alimentaire) associés a
I'augmentation des résistances dans les élevages intensifs, sont dénoncés par
'OMS (Organisation  Mondiale de la  Santé.  L'utilisation  trop
systématique d'antibiotiques en prévention (prophylaxie) dans les élevages a

été remise en cause.



Ainsi, depuis le début des années 70, onze antibiotiques ont été retirés

de la liste des additifs autorisés.

L'utilisation excessive des antibiotiques en élevage présente des risques

pour la santé humaine et animale :

La conséquence immédiate de la résistance aux antibiotiques en

élevage est |'échec thérapeutique.

Pour la santé humaine, les risques peuvent &tre de deux ordres : risques
posés par les résidus d'antibiotiques dans la viande de consommation et risques
dus a la contamination de |'homme par des bactéries zoonotiques résistantes a

des antibiotiques utilisé chez |'homme.

T-Risques liés aux résidus d'antibiotiques :

1-Définition de résidu :

Les résidus sont définis comme toute substance
pharmacologiquement active, qu'il s'agisse de principes actifs, d'excipients ou
de métabolites présents dans les liquides et tissus des animaux apres
I'administration de médicaments et susceptibles d'étre retrouvés dans les

denrées alimentaires produites par ces animaux (4).

Les résidus d'antibiotiques présents dans les denrées alimentaires
d'origine animale sont les traces de traitements médicamenteux antibiotiques

regus par I'animal de son vivant (4).
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2-Pharmacocinétique des résidus:

Apres administration orale ou parentérale d'un médicament a un animal, on

distingue classiquement quatre étapes pharmacocinétiques :

I'absorption,

la distribution,

les biotransformations,

I'élimination.

a- Principes généraux de la pharmacocinétique des principes

actifs :

a-1 Absorption et distribution :

L'absorption correspond a la phase de dissolution du médicament et a
I'apparition du ou des principes actifs dans le sang. Puis le principe actif est
transporté dans le sang par la circulation sanguine et diffuse dans les organes et
les tissus : c'est la phase de distribution. En regle générale, on observe deux
fractions du principe actif dans le sang, une fraction libre et une fraction liée
aux protéines plasmatiques. La fraction qui diffuse dans les organes et les
tissus correspond a la fraction libre et on observe alors une fixation tissulaire.
Les principes actifs dont la fixation tissulaire est la plus importante laisseront

en général le plus de résidus (4).

La liaison aux protéines plasmatiques et tissulaires constitue un

important facteur de modulation de la distribution des antibiotiques. Les
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antibiotiques dont la molécule est un acide faible (pénicillines, sulfamides,
céphalosporines), ont une affinité plus grande pour les protéines plasmatiques
que pour les protéines tissulaires. Ils ont un volume de distribution assez
limité et ne s'accumulent pas dans les cellules. Les bases faibles dont la
forme  non-ionisée est liposoluble (macrolides), les alcools
(chloramphénicol) et les substances amphoteres (tétracyclines), ont un

volume de distribution plus important (4).

a-2 Biotransformations :

Au sein des tissus, a lieu des biotransformations ou métabolisme qui
sont un ensemble de réactions chimiques, en général catalysées par des enzymes,
ayant pour effet de modifier la structure des principes actifs. On observe
par exemple des oxydations, des hydroxylations, des réductions ou des

hydrolyses (4).

Les biotransformations peuvent conduire a une inactivation et
une détoxication des principes actifs vis a vis de [lorganisme ou au
contraire a un processus dactivation. Les réactions métaboliques que
subissent les principes actifs peuvent conduire a une détoxication de deux

fagons :

- par inactivation, c'est-a-dire par blocage chimique des groupements

responsables de l'activité pharmacologique ou toxique,

- par augmentation de I'hydrosolubilité favorisant I'élimination urinaire.
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Mais elles peuvent aussi parfois conduire a une augmentation voire a une

apparition d'activité pharmacologique.

Les biotransformations représentent un phénoméne majeur dans le
processus de formation des résidus : elles conditionnent en effet en
grande partie la persistance des substances médicamenteuses dans
I'organisme des animaux traités (et dans les denrées issues de ces animaux), la

nature des résidus et leurs propriétés pharmacologiques et toxicologiques.

Ainsi, seule une fraction des résidus présents dans les tissus des animaux,
est identique a la molécule originelle, I'autre fraction correspondant a divers

métabolites de cette molécule.

a-3  Elimination :

<a-3-1>  Voies d'élimination :

L'élimination est la derniere phase du devenir du médicament. Elle

s'effectue par différentes voies :

- par voie rénale, dans l'urine,

- par voie biliaire, dans les matiéres fécales,
- par élimination dans les ceufs,

- par élimination lactée, dans le lait.
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La ou les voies délimination dun principe actif antibiotique
dépendent de ses caractéristiques pharmacocinétiques (4). Ainsi, tous les

antibiotiques ne laissent pas des résidus dans le lait ou les ceufs.

<a-3-2> Modélisation de la phase d'élimination : exemple

du passage dans le lait

Les mécanismes de passage du sang vers le lait correspond a la
traversée de I'épithélium de la glande mammaire qui se comporte comme
une membrane lipoprotéique séparant le sang (pH 7,4) du lait (pH 6,6). Aprés
administration parentérale, les substances a caractere base faible diffusent plus
facilement dans le lait que les substances acides faibles, qui ont tendance a se
localiser dans le plasma. La taille moléculaire intervient également et les
composés de poids moléculaire inférieur a 800-1000 Dalton diffusent mieux que

les autres (8).

Ainsi, les substances qui passent dans le lait en proportion importante
sont celles qui ont une fixation tissulaire prépondérante et un caracteére de base
faible : tétracycline, macrolides. Les substances lipophiles diffusent également

bien dans le lait et restent fixées sur les lipides du lait (9).

<a-3-3> Etudes de la phase d'élimination (Etudes de

déplétion des résidus) :

L'élimination des principes actifs et de leurs résidus est un phénoméne

trés étudié dans des études appelées « études de déplétion » car ces études
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permettent de connditre, aprés l'administration d'un  médicament, la
concentration en principes actifs et en résidus dans les différents tissus en

fonction du temps.

Les études de déplétion peuvent se faire en mesurant la concentration
en principe actif et en résidus dans différents tissus (muscle, foie, rein,
graisse), dans différents liquides (plasma, urine) ou dans différentes
sécrétions (lait, oceufs). Ces mesures sont réalisées a intervalle de temps

réguliers apres une ou plusieurs administrations d'un médicament.

Pour ce qui concerne les études de déplétion de résidus dans le lait, il est
important de noter que pour toutes les especes productrices de lait, les mesures
de concentration en résidus sont établies individuellement, animal par animal,
apres mélange des laits de chaque quartier d'un seul animal, et non a I'échelle du

tank (10).

Un lien peut &étre établi entre les concentrations mesurées dans
certains tissus et certains liquides, sécrétions ou productions. Par exemple, une
étude a montré une corrélation de 1 pour 100 entre la concentration mesurée
dans l'urine et celle mesurée dans le rein apres une administration

intramusculaire de gentamicine a des bovins (11).

b-Facteurs de variation des parameétres pharmacocinétiques :

Il existe trois principaux types de facteurs pouvant modifier

les parametres pharmacocinétiques d'un médicament antibiotique (12) :
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- Des facteurs liés au médicament,
- Des facteurs liés au mode et a la voie d'administration,
- Des facteurs liés a I'animal.

b-1 Facteurs liés au médicament :

La forme galénique du médicament joue un role capital dans

I'absorption et la distribution du principe actif dans |'organisme.

La forme chimique exacte du composé intervient dans son

absorption et sa distribution:

- Les sels les plus couramment utilisés sont plus hydrosolubles que les

composés parentaux dont ils dérivent.

- La mise en suspension huileuse ralentit Il'absorption : la pénicilline
sodique ou potassique mise en suspension huileuse présente une résorption
prolongée a partir du site d'injection intramusculaire pendant environ 18 heures.
Sous forme de pénicilline procaine, la méme pénicilline en suspension

huileuse présente une résorption prolongée sur 24 heures au minimum.

- Les esters sont en général lipophiles. C'est le cas par exemple des esters de

macrolides (triacétyl d'oléandomycine).

La forme physique et les excipients jouent un rdle dans la
diffusion du ou des principes actifs. De nombreux constituants utilisés

dans les spécialités pharmaceutiques, interviennent dans la diffusion (13):
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- Les véhicules : les solutions aqueuses ont une diffusion plus aisée que
les solutions huileuses. Il y a également des variations entre les différents
véhicules huileux : une huile végétale constituée d'acides gras a un effet retard
moindre qu'une huile minérale (huile de paraffine ou de vaseline) a base
d'hydrocarbures. L'augmentation de la viscosité retarde la diffusion

(pommades). Dans ces derniers cas, l'effet retard est recherché.

- Les adsorbants agissent en maintenant le principe actif sur le site

d'administration.

- Les tensioactifs ont pour réle de stabiliser deux phases non miscibles et

interviennent aussi dans les émulsions ou les solutions micellaires.

b-2  Facteurs liés au mode et a la voie d'administration :

<b-2-1> Administration intraveineuse :

L'administration intraveineuse correspond a lintroduction du
médicament directement dans la circulation sanguine. Il n'y a donc pas de

phase d'absorption et la phase de distribution commence immédiatement (14).

< b-2-2> Administration inframusculaire et sous-cutanée :

Les voies intramusculaire et sous-cutanée se distinguent surtout
par la distance a franchir avant d'atteindre la circulation sanguine. En
général, la résorption est plus rapide aprés une injection intramusculaire.
Cependant, la vitesse de résorption peut €tre augmentée ou diminuée par la

forme galénique (formulation longue action ou retard).
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<b-2-3> Administration orale :

La voie orale est assez complexe car de multiples facteurs
interviennent comme les particularités du systéeme gastro-intestinal dans les
différentes especes, la présence d'aliments ou encore la maturité du systeme

digestif.

<b-2-4> Administration inframammaire :

L'administration intframammaire est une voie couramment utilisée
chez les vaches laitiéres. L'absorption est ici fortement modulée par I'état de la
glande mammaire elle-méme, notamment en cas d'infection (voir paragraphe

suivant : facteurs liés a l'animal).

b-3 Facteurs liés a I'animal :

Les facteurs liés a l'animal correspondent essentiellement a son

espece mais également a I'age ou a I'état physiologique.

<b-3-1> Facteur lié a I'espéce de I'animal :

Pour un médicament donné, ses parameétres pharmacocinétiques
peuvent varier en fonction de l'espece a laquelle il est administré. Des
variations peuvent avoir lieu entre animaux d'une méme catégorie (entre
bovins, ovins et caprins, qui sont fous ftrois des ruminants) mais surtout

entre animaux de classe différente (entre mammiféres et oiseaux) (12).
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<b-3-2> Facteur lié a I'dge de l'animal :

Un animal jeune ou dgé présente des capacités de détoxication
hépatique et d'élimination moins importantes qu'un adulte. Ceci peut influer
sur les cinétiques de métabolisation et d'élimination et donc sur la quantité
de résidus présents dans les tissus, résidus qui mettront alors plus de temps

a étre éliminés.

<b-3-3> Facteur lié a I'état pathologique de l'animal :

L'influence d'un état pathologique, infectieux et inflammatoire, sur
les parametres pharmacocinétiques d'un médicament, est surtout importante

chez les vaches laitieres (15) .

L'infection mammaire perturbe profondément le fonctionnement
de la glande et la composition du lait produit. Ces perturbations
résultent de [linfection elle-méme, avec la présence de bactéries
pathogénes dans le quartier infecté de la mamelle, mais aussi de la

réaction inflammatoire que cette infection déclenche (13).

Dans la glande mammaire, ce processus pathologique se tfraduit par

différentes |ésions et modifications des tissus :

- Une altération et wune destruction des cellules de [épithélium
sécrétoire. Ces lésions sont dues a l'action des bactéries pathogénes et au
passage de nombreux leucocytes dans le lait a travers cet épithélium. La
barriére sécrétoire que constitue cet épithélium entre le sang et le lait, est

rompue.
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- Une augmentation de la perméabilité vasculaire et tissulaire associée a tous

les états inflammatoires.

Les conséquences de ces lésions sur le fonctionnement de la
glande mammaire peuvent schématiquement se résumer en une diminution
des capacités de synthése de la glande mammaire et un passage accru dans le

lait d'éléments provenant du sang.

Apres une injection parentérale, pour certains antibiotiques comme
la pénicilline procdine, les résidus persistent plus longtemps dans le lait des

vaches atteintes de mammites (16) .

Aprés administration intramammaire dans le trayon du quartier infecté, il
peut y avoir passage partiel de l'antibiotique dans les quartiers non traités

selon deux mécanismes de passage (17):

- Par diffusion transeptale locale ou par les anastomoses vasculaires. Les
antibiotiques les plus liposolubles et les moins liés aux protéines, sont les

plus aptes a cette diffusion passive locale.

- Par passage des antibiotiques dans la circulation sanguine générale et
diffusion dans les quartiers non traités. Ce phénomeéne dépend des capacités de
transfert de l'alvéole vers la circulation générale et de la circulation générale
vers la mamelle. L'importance du passage des antibiotiques dans le lait des
quartiers non traités, dépend des propriétés physico-chimiques de
l'antibiotique employé. Les substances neutres se répartissent de fagon

égale dans le sang et dans le lait, les substances acides ont un transfert faible

20



alors que les bases se retrouvent en concentration supérieure dans le lait par

rapport a leur concentration dans le sang (13).

3-Nature et propriétés des résidus :

La nature chimique des résidus est fortement conditionnée par les
biotransformations et les méthodes de dosage et d'identification ont permis de
distinguer deux grands types de résidus : les résidus extractibles et les résidus
non-extractibles. Cette distinction est basée sur les possibilités de passage des

composés étudiés dans les solvants d'extraction.

a-Résidus extractibles :

Les résidus extractibles ou « libres » représentent la fraction pouvant
étre extraite des tissus ou des liquides biologiques par divers solvants,
avant et aprés dénaturation des macromolécules. Les composés concernés sont
le principe actif initial et ses métabolites, en solution dans les liquides
biologiques ou liés par des ligisons non covalentes, donc labiles, a des
biomolécules. Ce sont des résidus précoces, qui prédominent dans les
premiers jours suivant I'administration du médicament, mais ayant une demi-vie
assez bréve et dont le taux devient généralement négligeable trois a cing jours
apres le traitement. Ils ne forment qu'une proportion faible des résidus totaux

(18).
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b-Résidus non-extractibles :

Ils constituent la fraction des résidus qui persiste dans les
échantillons de tissus analysés aprés isolement des résidus libres. Leur
hature ne peut &tre déterminée qu'aprés destruction quasi-complete des

protéines, par hydrolyse enzymatique ou acide par exemple.

Les résidus non-extractibles forment des complexes
macromoléculaires avec des protéines par fixation du principe actif initial ou
d'un de ses métabolites sur des protéines. Ces résidus liés ont une demi-vie

assez longue et constituent la majeure partie des résidus tardifs (18).

c-Propriétés des résidus :

c-1 Notion de biodisponibilité et de biodisponibilité de

relais:

La biodisponibilité des résidus pour le consommateur, ou biodisponibilité
secondaire (par opposition a la biodisponibilité du médicament chez ['animal,
qualifiée de primaire) représente la possibilité d'absorption par voie digestive
des résidus de médicaments présents dans une denrée dorigine animale.
Elle est définie par : « les résidus biodisponibles qui correspondent aux
composés, molécules initiales ou métabolites, absorbés au niveau du tractus
digestif et qui peuvent &tre retrouvés dans les cellules gastro-intestinales, les

liquides biologiques ou le CO2 expiré de |'espece qui ingére ces résidus. »
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Selon la nature des résidus, libres ou liés, la biodisponibilité ne sera
pas la méme : celle de la fraction résiduelle extractible est supérieure a celle

des résidus liés.

La biodisponibilité des résidus peut &tre évaluée par la
biodisponibilité globale des résidus totaux. Il s'agit alors dune «
biodisponibilité de relais » qui nécessite un animal relais. Des
expérimentations ont montré que la biodisponibilité secondaire d'une substance
est inférieure a sa biodisponibilité primaire. Le facteur limitant correspond a la
fraction liée des résidus. L'étude de la biodisponibilité de relais permet
d'apprécier le risque encouru par le consommateur et permet d'aborder les

notions de « toxicodisponibilité » et de « toxicité de relais » (18).

c-2 Notion de toxicodisponibilité :

Les métabolites reconnus toxiques sont en général extractibles et
donc relativement biodisponibles. Leur toxicodisponibilité est donc toujours a

craindre (18).

Les résidus liés sont généralement peu biodisponibles. Leur
toxicodisponibilité est faible (19). D'autre part, les résidus liés sont également
peu accessibles a la réponse immune de l'organisme pouvant entrdiner une

réaction allergique.
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4-Danger pour le consommateur du & la présence de

résidus d'antibiotiques dans les denrées alimentaires

d'origine animale :

Les risques pour le consommateur et la Santé Publique liés a la

présence de résidus d'antibiotiques dans les denrées alimentaires sont(20-22):
- risque de toxicité directe,

- risque allergique,

- risque cancérigéne,

- risque de pathologie liée a la modification de la flore digestive,

risque d'apparition, de sélection et de dissémination de résistances
bactériennes aux antibiotiques au sein des populations humaines et animales

(23).

La présence de résidus d'antibiotiques dans les denrées alimentaires, et
notamment le lait, pose également un probleme a I'Industrie agroalimentaire pour
la fabrication de produits fermentés. Les résidus dantibiotiques sont alors
appelés « inhibiteurs ». Ainsi, la notion d'inhibiteur correspond a un probléme
technologique et la notion de résidu correspond a un probleme de santé publique

(24).
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a-Méthodes d'évaluation de la toxicité des résidus :

Il y a deux méthodes d'évaluation de la toxicité des résidus :

- l'étude toxicologique des différents métabolites d'un médicament (dont le

médicament lui-méme),
- [|'étude de la « toxicité de relais » (25).

Afin d'étudier la toxicité des résidus, il convient d'étudier leur devenir

une fois ingérés par le consommateur de denrées alimentaires en contenant.

a-1 Devenir des résidus chez I'homme :

Les résidus présents dans les aliments subissent, au cours du
transit intestinal du consommateur de ceux-ci, des phénomeénes de dilution en
fonction du volume intestinal, des phénomenes d'absorption ou encore diverses

biotransformations.

<a-1-1> Phénomene de dilution :

Dans la premiére partie du tube digestif (estomac, intestin gréle),
les résidus d'antibiotiques sont dilués par les autres aliments, |'eau de boisson,
les sécrétions gastriques, salivaires et intestinales : cela représente environ 8

litres par jour. Le facteur de dilution peut €tre estimé entre 10 et 20 (13).
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<a-1-2> Phénomeéne d'absorption :

L'absorption a aussi un role important : certains résidus
d'antibiotiques fortement résorbés n'auront qu'une faible action sur la flore
digestive. Par ailleurs, on assiste a une forte concentration des éléments non
absorbés dans la partie distale du tube digestif. Le facteur de concentration des
résidus est alors d'environ 3 a 5, compte tenu du poids moyen de la matiére
fécale journaliere chez I'homme qui est de 150 g. Ce paramétre est
important pour les antibiotiques trés peu résorbés comme les aminosides,

les antibiotiques polypeptidiques ou certains sulfamides (13).

<a-1-3> Phénomeéne de fixation :

La liaison des résidus aux protéines fécales est peu connue. Par analogie
avec ce qui se passe dans le sérum, on peut penser que certains résidus

d'antibiotiques se fixent en partie sur les protéines du contenu intestinal.

<a-1-4> Facteurs de variation de l'activité des résidus :

Les facteurs de variation de lactivité des résidus au cours du
transit intestinal dépendent de la nature de la flore intestinale et des
conditions locales propres a chaque partie de l'intestin. Les principaux facteurs

qui interviennent sont (13):

- Un facteur de dégradation de la molécule du résidu, par exemple par

des enzymes produites par des bactéries intestinales.
26



- Le facteur de [Ianaérobiose: pour la plupart des antibiotiques,
l'activité antibactérienne est nettement plus faible en anaérobiose qu'en

aérobiose.

- Le pH qui modifie l'activité des antibiotiques. Certains antibiotiques sont
détruits au niveau de I'estomac a cause du pH acide, comme la pénicilline G. Les
p-lactamines, les tétracyclines et le tfriméthoprime ont une meilleure
activité antibiotique a un pH légérement acide, les aminosides sont au

contraire plus actifs a pH alcalin.

a-2 Méthode d'évaluation de la dose sans effet d'un principe

actif :

Afin de quantifier la toxicité des résidus, on utilise la notion de
Dose Sans Effet (DSE). La DSE dun principe actif est la dose
expérimentale maximale, qui administrée réguliéerement per os pendant un
temps suffisamment long n'entrdine aucune manifestation toxique chez
I'espece la plus sensible selon des criteres cliniques, biochimiques et anatomo-

pathologiques.

La DSE dun médicament est déterminée au terme d'investigations
expérimentales conduites avec son principe actif a la fois chez les espéces de
laboratoire (rat, souris, lapin, chien, ..) et les espéces de destination

(volailles, lapins, ruminants, ..), selon des protocoles:

- de toxicité aigué,
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- de tfoxicité a moyen ou long terme, le principe actif est alors administré

pendant une durée pouvant aller de 3 mois a 2 ans,
- de toxicité embryofoetale,
- de carcinogénicité.

Les deux derniers essais ne sont conduits que sur les principes actifs

suspectés d'avoir des propriétés tératogeénes ou carcinogenes.

La DSE d'un médicament peut étre différente de la DSE de ses
résidus ou de ses métabolites. La DSE du médicament sert alors de point de
départ dans I'établissement de la DSE de ses résidus. En effet, il convient
de prendre en compte le fait que les résidus correspondent pour partie au
principe actif inchangé et pour une autre partie a I'ensemble de ses métabolites
issus des biotransformations. On définit alors une DSE des résidus totaux

(18).

Afin de déterminer la DSE des résidus totaux, deux méthodes sont

utilisables :

- I'étude de la toxicité des résidus par des études classiques de toxicité

des différents métabolites,
- I'étude de la toxicité des résidus par des études de « toxicité de relais ».

La DSE des résidus totaux est en général inférieure a la DSE du

médicament dans un rapport de 1/10 a 1/50 (18).
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a-3 Dose sans effet et étude de la toxicité des métabolites :

Dans ce cas, la DSE des résidus totaux dérive de celle du principe

actif en tenant compte (18):

- de la proportion, variable avec en fonction du temps, du principe actif

inchangé dans les denrées par rapport da ses métabolites,

- de la connaissance du métabolisme du médicament en recherchant ses

métabolites dans les urines et les tissus,

- d'études toxicologiques conduites sur certains métabolites resynthétisés

a cet effet.

Pour cela, il faut que les métabolites soient peu nombreux et qu'on puisse les

identifier et les synthétiser.

Les principales difficultés dans cette méthode d'évaluation de la DSE des

résidus totaux sont :

- La difficulté a identifier tous les métabolites pouvant se former, souvent en

trés grand nombre, a partir d'un méme principe actif.

- La difficulté a évaluer la toxicité de chaque métabolite. En effet, un
métabolite formé dans une proportion mineure pourrait avoir un impact

toxicologique important.

- La possibilité de formation de liaison covalente entre des protéines et des

métabolites, avec la difficulté d'évaluer la toxicité de ces complexes.
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Ainsi, cette approche classique consistant a soumettre aux diverses
épreuves de toxicité (aigué, court terme, chronique et long terme) le
principe actif et ses principaux métabolites, constitue dans la plupart des cas
une méthode longue et coliteuse et comportant de nombreuses incertitudes sur

l'interprétation des résultats et sur leur extrapolation al'homme (18).

L'évaluation de la toxicité des métabolites ne fournissant pas
toujours une véritable « DSE des résidus totaux » notamment lorsque les
résidus liés s'averent &étre toxiques, c'est l'aliment lui-méme qu'il convient

d'évaluer.

a-4 Dose sans effet et « toxicité de relais » :

Cette méthodologie considere I'animal de rente traité comme un relais au
cours duquel le principe actif antibiotique initial peut subir de multiples
transformations. Un deuxiéme animal est utilisé pour jouer le rdle de

consommateur : il ingere les denrées provenant de |'animal relais (18).

Ce type de protocole reproduit ainsi les circonstances naturelles de

consommation des résidus. Mais il présente également des inconvénients :

- Il est difficile d'extrapoler les résultats obtenus chez I'animal de
laboratoire a l'homme. Sur le plan méthodologique, comme il faut appliquer
un coefficient de sécurité, en général de 100, il est évident qu'il y a pour la
grande majorité des aliments impossibilité d'administrer aux animaux de
laboratoire une dose journaliere par unité de poids corporel 100 fois

supérieure d la dose moyenne consommée par |'homme (18).
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- On peut pallier en partie cet inconvénient en élevant la concentration
médicamenteuse administrée a l'animal relais. Mais on ne peut augmenter
indéfiniment la part de l'aliment contenant les résidus dans la ration de I'animal
consommateur, dans le but de lui donner une dose élevée de résidus, sinon
on s'expose au risque dapparition de troubles pathologiques d'origine
nutritionnelle. Il est alors difficile de repérer les éventuels symptdmes

imputables aux résidus (18).

L'étude de la toxicité de relais présente donc des difficultés sur le

plan théorique et pratique. De plus, elle est assez lourde a mettre en ceuvre.

Ainsi, |'évaluation de la toxicité des résidus totaux et I'établissement d'une
DSE peut se faire a l'aide de deux méthodes, soit par I'étude directe de la
toxicité des principaux résidus soit par I'étude de la toxicité de relais des

résidus totaux. La DSE établie sert ensuite de base a I'établissement des LMR.

b- Risques liés a la modification de la flore digestive par les

Résidus d'antibiotiques :

Certains résidus d'antibiotiques ayant encore une activité contre
les bactéries, sont potentiellement capables de modifier la microflore
intestinale de I'homme (26). La présence de résidus d'antibiotiques dans les
denrées alimentaires peut ainsi entrdiner un risque d'affaiblissement des
barriéres microbiologiques et de colonisation de l'intestin par des bactéries

pathogenes ou opportunistes.
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b-1 Flore intestinale : effet de barriére et résistance a la

colonisation :

L'activité des résidus d'antibiotiques peut provoquer la mort de
certaines bactéries ou diminuer leur aptitude a proliférer dans [intestin :
vitesse de croissance diminuée, affinité pour un substrat nutritionnel diminuée

ou adhésion diminuée.

L'atteinte de certaines populations bactériennes qui font partie de
la  flore normale entrdine le  développement dautres populations
bactériennes pouvant étre pathogénes ou opportunistes. Ce phénomene est
appelé « abaissement des barrieres microbiologiques » (27) ou « diminution
de la résistance a la colonisation » (28, 29). L'effet de barriere est
ainsi défini comme l'action antagoniste exercée par la microflore envers

certaines bactéries, notamment celles qui viennent de l'extérieur (26).

Des souris axéniques ( dont le systeme digestif n'abrite aucun micro-
organisme décelable ) inoculées avec une microflore humaine, sont traitées
avec un antibiotique (la tétracycline) a différentes doses via I'eau de boisson.
Afin d'évaluer l'effet de barriere et la résistance a la colonisation de la
microflore vis a vis de souches de Salmonelles exogénes, les souris regoivent
une dose de Salmonelles exogenes. L'étude a montré que la résistance a la
colonisation de la microflore des souris est détériorée lorsque celles-ci
sont traitées avec 12,5 mg/kg/jour de tétracycline, une dose correspondant a

environ la moitié des doses utilisées en thérapeutique (30).
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Une étude avec un protocole similaire utilise la ciprofloxacine a
différentes doses via l'eau de boisson. Les souris regoivent ensuite une dose de
Salmonelles exogeénes. L'étude a montré que les Salmonelles persistent dans les
féces des souris dés que celles-ci sont traitées avec 0,125 mg/kg/jour de
ciprofloxacine, ce qui indique que la microflore de barriére a été altérée

par le traitement antibiotique (30).

b-2 Risques microbiologigues pour le consommateur :

L'affaiblissement des barriéres microbiologiques peut avoir plusieurs

conséquences néfastes pour la Santé Publique ou pour l'individu (31).

<b-2-1> Développement d'une pathologie gastro-intestinale :

Une bactérie pathogéne, en transit ou présente en petit nombre,
peut devenir dominante dans I'écosystéme digestif causant une maladie
pouvant étre grave (Salmonella, Clostridium, Campylobacter sp.) (32). Par
exemple, la clindamycine a dose thérapeutique favorise I'apparition de
colite pseudo-membraneuse a Clostridium difficile. Des traitements
thérapeutiques mal conduits favorisent la salmonellose chez les personnes
ingérant  de  l'alimentation  contaminée. Certains antibiotiques peuvent
également entrdiner des diarrhées d'étiologie inconnue, ot I'on ne peut pas isoler

de pathogéne dans les selles (26).
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<b-2-2> Déséquilibre de la flore digestive augmentant le

risque

d'infection associée :

Une bactérie opportuniste, potentiellement pathogéne pour certains
individus sensibles peut augmenter en nombre dans lintestin, augmentant le
risque d'infection pour [lindividu atteint ainsi que le risque de dispersion
dans la population (33). Les bactéries en cause sont des entérobactéries,
des pseudomonas, des entérocoques, des staphylocogues, des levures. Les
personnes sensibles sont les patients cancéreux immunodéprimés par la
chimiothérapie, les patients des unités de soins intensifs infectés via les

cathéters, les femmes sujettes a des infections urinaires répétées.

<b-2-3> Apparition de souches résistantes aux antibiotiques :

Une bactérie résistante aux antibiotiques peut &tre sélectionnée
par un résidu d'antibiotique, soit directement par I'élimination de la bactérie
sensible correspondante, soit indirectement par l'affaiblissement des barriéres.
Les bactéries non pathogenes résistantes aux antibiotiques ne sont pas
dangereuses. Cependant, la gravité des infections opportunistes est tfrés
augmentée par les résistances. De plus, ces résistances peuvent Etre
transmises a des bactéries pathogénes si leur support génétique est

mobilisable (plasmide, transposon) (26) .
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<b-2-4> Modification de I'équilibre de la flore digestive :

L'équilibre de la flore peut &tre modifié de fagon significative, mais sans
conséquence néfaste. Ainsi, un antibiotique peut faire augmenter la densité
d'une  population  bactérienne sans danger connu  (par  exemple,
Bifidobacterium ou Eubacterium sp.) ou la rendre plus résistante a
I'antibiotique (26). Inversement, la densité d'une population bactérienne peut
aussi diminuer suite a la présence d'un antibiotique : diminution des aérobies et

notamment les Enterobacteriaceae en présence de ciprofloxacine (34).

Le métabolisme de certaines molécules par la flore peut également
étre modifié par les résidus, sans conséquence néfaste connue. Une étude
utilisant un modele chimiostatique de flore intestinale de I'humain en bonne
santé, a étudié les effets de la tétracycline, de la néomycine et de
I'érythromycine a différentes doses. La néomycine et [|'érythromycine
réduisent le métabolisme des acides biliaires par les bactéries, la néomycine
augmente la concentration en propionates et entrdine une diminution

d'activité de l'azoréductase (35) .

c- Risque de développement de résistances bactériennes aux

antibiotiques :

c-1 Relation entre résidus d'antibiotiques et résistances

bactériennes aux antibiotiques :

L'utilisation des antibiotiques en thérapeutique humaine ou vétérinaire
s'‘accompaghe de l'apparition de résistances a ces mémes antibiotiques chez les
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bactéries (36) ce qui constitue un probleme tres préoccupant du fait des
répercussions directes sur les possibilités thérapeutiques. Il est bien établi que
I'usage des antibiotiques est le facteur le plus important dans la sélection de
bactéries résistantes méme si l'apparition de résistances spontanées a aussi
été démontrée (33). En général, il y a une relation étroite entre la quantité

d'antibiotiques utilisée et le degré de développement des résistances (37).

L'acquisition de cette résistance bactérienne peut étre due a

plusieurs mécanismes (33):

- L'apparition d'une mutation génétique et la sélection naturelle des bactéries
résistantes si celles-ci sont placées de fagon répétée dans un milieu contenant

des antibiotiques comme le montre la figure 1 (38).
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Figure 1: Sélection de souches résistantes aux antimicrobiens (38)
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- Le transfert de plasmides entre des bactéries résistantes et sensibles (39)

comme le montre la figure 2 (40) .

Bactérie sensible

Bactérie résistante

Mutations

Transfert d’un géne de résistanc .
Nouvelle bactérie résistante

La figure 2: maniére dont les bactéries peuvent acquérir de la résistance aux
antibiotiques (Les XX de la nouvelle bactérie signifient qu'elle a acquis de la

résistance).

Ce ftransfert de plasmides peut se faire entre des bactéries
d'espéces différentes (41) ce qui autorise alors des échanges entre les
bactéries d'origine alimentaire et les bactéries du tube digestif de I'homme

(42).

En ce qui concerne les résidus dantibiotiques, éventuellement
présents dans les denrées alimentaires d'origine animale, ces doses tres faibles
d'antibiotique et de métabolite d'antibiotique pourraient encore avoir une

action sur les bactéries présentes dans le tube digestif du consommateur.
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Ceci pourrait représenter un risque pour la Santé Publique en favorisant le
développement et la dissémination de résistances bactériennes chez

I'homme (43).

Pour de nombreux auteurs, les résidus d'antibiotiques entrdinent une
sélection des souches bactériennes résistantes dans le tractus gastro-
intestinal  des consommateurs (31) mais jamais une induction de Ia
résistance, sauf rares exceptions comme pour [|'érythromycine (25). La
pression de sélection favorise I'augmentation du nombre de micro-
organismes résistants, que cette résistance soit naturelle ou acquise, et que

ces micro-organismes soient pathogenes ou non.

c-2 Etude des effets des résidus d'antibiotiques sur la résistance

bactérienne aux antibiotiques de la microflore intestinale :

Deux types de méthodes ont été développés afin d'étudier les
effets des  résidus dantibiotigues sur la microflore intestinale des

consommateurs :
- La méthode in vitro,
- La méthode in vivo.

L'étude des effets des résidus dantibiotiques sur la microflore
intestinale des consommateurs, doit permettre d'établir des doses journaliéres
acceptables du point de vue microbiologique, c'est-a-dire sans conséquences
néfastes tant pour Iéquilibre de la microflore que pour le niveau de

résistance aux antibiotiques des différentes souches bactériennes (31) mais
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jamais une induction de la résistance, sauf rares exceptions comme pour

I'érythromycine (25) .

<c-2-1> Etudes in vitro :

La méthode in vitro correspond a un modele chimiostatique qui permet
de recréer des conditions expérimentales reproductibles (pH, potentiel
redox, température, air, mélange et nombre de souches bactériennes). Comme
la phase de croissance logarithmique correspond au maximum de sélection, celle-
ci est prolongée artificiellement en remplagant continuellement le milieu de
culture. Il est ainsi possible de maintenir les souches a un taux de multiplication

maximum pendant 6 a 8 heures.

Un essai a testé la tétracycline sur trois souches d'Escherichia coli
K12, dont une porteuse du plasmide R (44). La concentration minimale
inhibitrice (CMI) des trois souches pour la tétracycline est de 2,5 pg/ml. Sans
tétracycline dans le milieu de culture, la souche sans plasmide est
dominante. Dés 0,1 pyg/ml, la répartition des différentes souches change. A
0,25 pg/ml, la souche porteuse du plasmide R est sélectionnée et croit plus
rapidement que les deux autres souches sensibles. Ainsi, une concentration égale
ou supérieure a 10 % de la CMI est suffisante pour sélectionner des

clones résistants avec plasmide R, au sein d'une population mixte (44).

L'avantage des modeles in vitro est leur reproductibilité. Les
essais sont conduits pendant la phase de croissance logarithmique, pendant
laquelle les bactéries se développent rapidement. Les éventuels effets de
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sélection sont alors observés de fagon plus nette et plus précise. Néanmoins,
ces conditions idéales in vitro sont totalement différentes de celles

rencontrées in vivo par les bactéries :

- In vivo, les molécules dantibiotiques ou résidus dantibiotiques
peuvent &tre absorbées, diluées par les sécrétions endogénes ou inactivées
par dégradation enzymatique. De ce fait, la concentration a prendre
en compte n'est pas la concentration présente dans un aliment mais celle
que l'on retrouve sur le site de multiplication de la bactérie. La concentration
d'antibiotique dans lintestin suite a une administration orale a des doses

subthérapeutiques doit alors tre déterminée.

- Les antibiotiques peuvent altérer la flore dominante qui est composée
principalement par des bactéries anaérobies, intolérantes a l'oxygéne. Les
effets réels sur la population intestinale d'Escherichia coli, représentant en
fait moins de 10 % de la flore, peuvent étre différents des effets observés

sur une souche pure d'E. Coli.

- Les facteurs écologiques qui gouvernent les interactions d'E coli in vivo
sont différents des facteurs controlables in vitro : 'anaérobiose stricte, le flux
intestinal trés lent, la concentration en substrat, le nombre de sites
d'adhérence et les réactions immunologiques de I'héte. Le développement in
vivo est donc beaucoup plus lent quin vitro, ou les bactéries sont

artificiellement maintenues en phase de croissance exponentielle.
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<c-2-2> Etudes in vivo :

Les études in vivo peuvent se faire sur des volontaires humains ou

avec des souris gnotobiotiques.

- Etudes in vivo avec des volontaires humains :

Une étude sur des volontaires humains a montré qu'une dose de 2
mg/j per os doxytétracycline est sans effet sur |'écosysteme intestinal (45).
Ces quantités sont plus élevées que les concentrations d'oxytétracycline
capables de modifier in vitro I'équilibre des populations entre E. coli avec et
sans plasmide R. Elles sont également plus élevées que les quantités de résidus
d'antibiotiques retrouvées dans les denrées alimentaires. De plus, 97 % des
individus sont porteurs occasionnels ou permanents dEnterobacteriaceae
résistants a l'oxytétracycline (45) . Dans de telles conditions, le rdle
possible des résidus d'oxytétracycline sur la sélection de bactéries résistantes
devient mineur, surtout quand on le compare avec la sélection
d'Enterobacteriaceae résistantes chez les animaux ou les hommes traités avec

des doses thérapeutiques d'oxytétracycline.
Les études sur les volontaires sains posent différents problemes :

- Il est impossible de fester des antibiotiques sur I'homme s'ils ne sont

autorisés que pour |'usage vétérinaire.

- Une grande partie de la population porte des entérobactéries
résistantes et il est difficile de réunir un groupe de volontaires

présentant un faible taux d'E Colirésistante.
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- Etudes in vivo avec des souris gnotobiotiques :

Les souris gnotobiotiques sont des souris élevées en isolateur et
dont on conndit toujours précisément la flore digestive. On distingue les
souris axéniques, dont le systeme digestif n'abrite aucun micro-organisme
décelable et les souris endoxéniques qui abritent des micro-organismes connus.

On utilise deux modeles : le modele dixénique et le modele hétéroxénique.

Le modéle dixénique :

Deux souches isogéniques d'E. coli, dont I'une porte un plasmide résistance
a un ou plusieurs, sont inoculées a des souris axéniques. Le nombre total d'E. coli
est dénombré chaque jour dans les feces des animaux. Quand un équilibre est
instauré, on supplémente leur eau de boisson avec de faibles concentrations
d'antibiotiques. La proportion de bactéries portant le plasmide de résistance est
comparée a un groupe témoin maintenu en isolateur portant la méme souche mais

buvant de I'eau pure (46).

La variation de la cinétique de croissance dans la population de bactéries
résistantes, permet de déterminer la dose sélective de différents
antibiotiques (tétracycline, ampicilline, streptomycine, gentamicine). Cette dose
sélective se situe entre 2 pg/ml et 16 pg/ml d'eau de boisson, en fonction du
plasmide et de lantibiotique étudié (46). Ces concentrations sont tres
supérieures a la CMI de la souche sensible utilisée (0,5 pg/ml). Ce modele
est simple et reproductible mais il est loin des conditions réelles qui

regnent a l'intérieur du tube digestif de I'homme.
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Le modéle hétéroxénique :

La flore compléte d'un homme est inoculée a des souris axéniques.
Différents antibiotiques (ampicilline, streptomycine, chlortétracycline) sont
testés a des doses de O, 05 et 8 yg/ml. La dose de 05 pg/ml suffit a
favoriser la croissance des bactéries porteuses de plasmides de résistance

dans l'intestin des souris (46).

Une autre étude évalue les effets de la tétracycline a des doses
thérapeutiques et résiduelles. La tétracycline est administrée aux souris
via l'eau de boisson de maniére a ce qu'elles regoivent des doses de O,
0,125, 1,25 et 125 mg/kg/jour. La sélection de plusieurs souches de
bactéries résistantes a la tétracycline (bactéries Gram positif
anaérobies, Bacteroides fragilis, entérobactéries, entérococcies) intervient chez
les souris dés le traitement a la dose de 0,125 mg/kg/jour (30). Une étude avec
un protocole similaire évalue les effets de la ciprofloxacine a des doses
thérapeutiques et résiduelles. La ciprofloxacine est administrée aux souris via
I'eau de boisson de maniere a ce qu'elles regoivent des doses de 0, 0,125, 1,25 et
12,5 mg/kg/jour. La sélection de souches de Bacteroides fragilis résistantes
intervient chez les souris ayant regu une dose de 12,5 mg/kg/jour (34). Les
modeles (dixénique ou hétéroxénique) utilisant les souris gnotobiotiques ont trois

avantages majeurs :

- Le systéme employé est isolé de I'environnement bactérien extérieur et il n'y

a aucune différence entre les souches témoins et expérimentales.
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- Il s'agit d'un systéme vivant, ce qui permet d'obtenir des conditions
physiologiques et écologiques proches de celles que I'on rencontre sur le terrain.
Néanmoins, du fait de métabolismes différents, on ne peut pas non plus

directement extrapoler les résultats a I'homme.

- Ce modele doit étre employé quand lantibiotique ne peut pas étre

directement administré a I'homme.

<c-2-3> Résultats des études:

La détermination du rdle des résidus dantibiotiques dans le
développement et la dissémination de résistances bactériennes chez I'nomme
ainsi que la détermination d'une dose microbiologiquement sans effet, est

difficile.

Certains scientifiques considérent comme improbable I'apparition
d'antibio-résistance au sein de la microflore intestinale du consommateur induite
directement par les faibles taux résiduels d'antibiotiques apportés

occasionnellement par les aliments (19).

Cependant, les différentes études montrent que les résidus
d'antibiotiques, a partir d'une certaine dose, peuvent avoir une action sur
le niveau de résistance aux antibiotiques de la microflore intestinale. Ainsi,
la contribution des résidus d'antibiotiques dans la sélection de résistances aux

antibiotiques chez I'homme n'est pas encore clairement établie (33).
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B5-Paramétres de gestion des résidus d'antibiotiques dans

les denrées alimentaires d'origine animale :

Au début des années 1980, les progrés techniques ont permis un
bon spectaculaire dans les méthodes de détection avec notamment le
développement de la Chromatographie Liquide Haute Performance (CLHP ou en
anglais HPLC). Deux notions tfrés importantes sont alors apparues : la
notion de Dose Sans Effet (DSE) qui a été abordée précédemment, et la

notion de Limite Maximale de Résidus (LMR ou en anglais MRL).

a- Limite Maximale de Résidus (LMR) :

a-1 Définition de LMR :

La LMR correspond a la concentration maximale en résidus, résultant de
I'utilisation d'un médicament vétérinaire, sans risque sanitaire pour le
consommateur et qui ne doit pas étre dépassée dans ou sur les denrées

alimentaires (47).

a-2 Principes généraux des LMR :

Les LMR sont établies au nom de chaque molécule pour chaque espéce de
destination et non au nom de la spécialité pharmaceutique. Ainsi par
exemple, deux médicaments vétérinaires composés du méme principe actif
antibiotique et destinés a la méme espece, se réfereront a la méme LMR pour ce

principe actif antibiotique (48) .
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Tout médicament vétérinaire destiné aux animaux de production, c'est-
d-dire les animaux destinés @ la consommation humaine, doit avoir une LMR
pour chacun de ses principes actifs et chacun de ses ingrédients
pharmacologiquement actifs et dans chacune des espéces de destination de

ce médicament, afin d'obtenir une autorisation de mise sur le marché (49).

Dans le cas particulier du lait, une substance doit obtenir une LMR lait
pour chaque espéce de destination, pour que son utilisation soit autorisée
chez les femelles en cours de production laitiere dans ces espéces de
destination (50, B1). Si une substance n'‘a pas de LMR lait dans une espece,
le médicament vétérinaire la contenant ne peut pas &tre utilisé chez une

femelle de cette espece en lactation (47).

Les LMR pour les especes mineures (ex : chevres), peuvent étre
extrapolées a partir des LMR de lespéce majeure la plus proche (ex :
bovins pour les chévres). Si, pour un principe actif ou un ingrédient,
aucune LMR n'est définie dans une espece majeure, il ne pourra pasy en

avoir dans une espéce mineure.

b-Temps d'attente :

b-1Lien entre temps d'attente et LMR :

Les vétérinaires praticiens ou les éleveurs ne peuvent pas estimer
la concentration résiduelle dans les tissus ou dans le lait qui dépend de plusieurs

facteurs liés au médicament tels que la forme galénique (émulsion,
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suspension, ..), les conditions d'emploi (posologie, voie d'administration, ..)
mais qui dépendent aussi l'animal (état physiologique, race, ..). Ils ne peuvent

donc pas utiliser directement la LMR (52) .

Il faut alors déterminer un temps pour lequel les concentrations
résiduelles dans les productions animales sont inférieures aux LMR
aprés la derniére administration du médicament. Ce temps appelé temps
d'attente, correspond « au délai entre la derniére administration de la spécialité
a des animaux sous les conditions normales demploi et la production de
denrées alimentaires issues de ces animaux, afin de garantir que ces
denrées ne contiennent pas de résidus en quantités supérieures aux LMR »
(47). Le temps d'attente définit ainsi la durée pendant laquelle I'animal
traité ne doit pas &tre abattu ou les denrées alimentaires produites par
I'animal traité (lait, ceufs, miel) ne peuvent &tre commercialisées en vue de la
consommation humaine. Le respect du temps d'attente garantit, pour le
consommateur, que la quasi totalité des denrées alimentaires issues des animaux

traités auront des concentrations en résidus proches ou inférieures a la LMR

(53, 54).

b-2 Historique de la notion du temps d'attente :

Historiquement, les scientifiques ont d'abord considéré qu'il n'était
pratiquement pas possible détablir des LMR, notamment pour les
antibiotiques, et certains préconisaient d'utiliser la CMI comme limite de
tolérance (55). Pour les médicaments vétérinaires contenant un ou plusieurs

principes actifs antibiotiques, un temps d'attente était établi de maniére a ce
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quaucun résidu ne soit décelable par la méthode de dosage la plus
sensible dans la viande, les abats, le lait et les ceufs (25). Ce n'est qu'au début
des années 1980 que le calcul du temps dattente fut lié aux études de

déplétion des résidus dans les tissus animaux et plus tard aux LMR (56) .

b-3 Expressions du temps d'attente :

En ce qui concerne la viande et les abats, le temps d'attente est exprimé

en nombre de jours.

En ce qui concerne le lait, le ftemps d'attente était initialement
exprimé sous forme d'un nombre de traites a éliminer avant de pouvoir
commercialiser le lait. Un temps d'attente nul correspondait a une substance
pour laquelle les concentrations pouvaient dépasser la LMR en cours de
traitement, mais étaient inférieures a la LMR a la premiere traite, soit 12

heures aprés l'arrét du traitement (47).

Actuellement, afin de tenir compte des différents types de traite
rencontrés, le temps d'attente lait est exprimé en multiple de 12 heures,
considérant que ce temps correspond a l'intervalle moyen entre deux traites.
Par conséquent, le temps d'attente est exprimé en heures ou en  jours
éventuellement. Dans le cas particulier de [lutilisation des produits
inframammaires pendant la période de tarissement, le décompte du temps

d'attente dans le lait commence d la date du vélage (47, 57).
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6-Méthodes de recherche des résidus dans les denrées

alimentaires d'origine animale :

Les méthodes mises en oceuvre pour rechercher les résidus sont
divisées en deux groupes : les méthodes de dépistage et les méthodes de

confirmation.

a- Méthodes de dépistage :

a-1 Principe des méthodes de dépistage :

Les méthodes de dépistage sont des méthodes qualitatives qui ont
pour but de discerner les échantillons positifs des échantillons négatifs.
Ces contrdles sont basés sur l'analyse d'un grand nombre d'échantillons. Les
échantillons conformes sont acceptés tandis que ceux suspectés d'étre non-

conformes doivent étre confirmés a l'aide de méthodes de confirmation.
Les principales exigences des méthodes de dépistage sont (20) :

- La méthode employée doit €tre capable de détecter le résidu en-dessous
de sa LMR dans le cas ol ce résidu en a une et éviter ou réduire au minimum le
nombre de résultats faux-négatifs car ces échantillons seront alors
considérés conformes et ne seront pas plus analysés. Elle doit €tre validée et
avoir une capacité de détection avec une probabilité derreur inférieure a 5

Y.

- Les méthodes de dépistages ne devraient pas non plus donner un nombre
excessif de faux-positifs, qui seront plus tard confirmés comme conformes

car cela entrdine un surcolt en temps et en matériel.
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a-2 Description des méthodes de dépistage :

Deux types de tests sont utilisés pour rechercher les résidus

d'antibiotiques dans les denrées d'origine animale en France :

- Des ftests microbiologiques qui utilisent le principe de la croissance
bactérienne ; ce sont des méthodes bactériennes encore appelées méthodes

d'inhibition,

- Des tests qui utilisent des méthodes physico-chimiques, tel que la
chromatographie en couche mince, la chromatographie en phase liquide ou la
chromatographie en phase gazeuse, des techniques enzymatiques ou

des techniques immunologiques (58).

<a-2-1> Méthodes microbiologiques :

Les méthodes microbiologiques sont trés largement utilisées
en routine, et particulierement sous la forme de la méthode des quatre boftes

(59-61).

Cette méthode repose sur la mise en évidence dune zone
d'inhibition autour de I'échantillon. Cette technique permet de mettre en
évidence des échantillons positifs sans toutefois pouvoir discerner le
principe actif antibiotique présent ni connditre la concentration dans
I'échantillon et donc de savoir si celle-ci est supérieure ou inférieure a la LMR

(60, 61).
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<a-2-2> Méthodes enzymatigues, immuno-enzymatiques

et immunologiques :

Les méthodes enzymatiques ont pour principe l'inhibition d'une enzyme en
présence d'un résidu d'antibiotique spécifique. Cette enzyme n'est alors plus

révélée par un indicateur coloré (62).

Les méthodes immuno-enzymatiques et immunologiques sont basées sur
l'interaction antigene-anticorps, qui est tres spécifique pour un résidu
particulier.  La  techniqgue la  plus répandue est [I'Enzyme-Linked-
ImmunoSorbent-Assay (E.L.I.S.A.) et le systéme de détection peut étre basé
sur des réactifs a enzymes marquées. Il y a différentes méthodes pour
la quantification des antigenes, comme la méthode « double anticorps » encore
appelée ELISA-sandwich et le test de compétition directe ELISA. Les
Radio-Immuno-Assay (R.I.A.) sont basés sur la mesure de la radioactivité du
complexe immunologique. D'autres tfests utilisent la luminescence ou la

fluorimétrie comme méthode de détection.

Aujourd'hui, il existe de nombreux kits ELISA de différent type
utilisables pour un grand nombre de substances et notamment de nombreux
antibiotiques. Ils sont disponibles pour un résidu spécifique ou pour un groupe
de composés apparentés comme par exemple le groupe des fluoroquinolones (63).
Dans certains cas, il faut tenir compte de la possibilité de réactions croisées.
Les kits ELISA ont montré une bonne performance pour l'analyse des
résidus d'antibiotiques dans la viande comme la tylosine, les tétracyclines,

le chloramphénicol et les nitroimidazoles .
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Les tests enzymatiques et immuno-enzymatiques sont utilisés par
les laiteries pour réaliser le dépistage dans le lait de résidus
d'antibiotiques spécifiques, en général les plactamines ou les tétracyclines.
Ces tests permettent un dépistage simple, peu cher, rapide et a un seuil proche
ou inférieur a la LMR, de ces résidus dantibiotiques et ainsi permettent le

contrdole de la conformité des laits de collecte (62) .

<a-2-3> Capteurs biologiques :

Différents types de capteurs biologiques ont été développés ces
derniéres années pour le dépistage des résidus de médicaments vétérinaires
dans la viande, dont bien slir les résidus dantibiotiques. En général, ces
capteurs contiennent un anticorps comme élément de reconnaissance qui
interagit avec l'analyte. Le sighal biochimique qui en résulte est mesuré
optiquement ou converti en un signal électronique qui est ensuite traité dans un

équipement approprié.

Les capteurs biologiques sont capables de détecter simultanément de
multiples résidus dans un échantillon et en une seule fois ce qui les rend
intéressants pour le contrdle en laboratoire car ils permettent l'analyse d'un
grand nombre d'échantillons et de résidus en un minimum de temps et avec un
minimum de consommables utilisés pour lanalyse. Ils représentent

aujourd'hui une vraie alternative aux tests ELISA (64).
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<a-2-4> Chromatographie haute performance en couche

mince (HPTLC) :

Cette méthode permet la détection qualitative et quantitative de
plusieurs résidus dans la viande mais son utilisation a rapidement diminué a
cause du développement d'autres techniques comme la chromatographie liquide

haute performance.

<a-2-5> Chromatographie liquide haute performance

(CLHP) .

Cette méthode s'est beaucoup développée durant les années 90. Elle est
utilisée dans la détection de multiples résidus dantibiotiques tel que les
résidus de quinolone, de pP-lactamine, de macrolide, de tétracycline,
et ce, dans des types d'échantillons trés variés tels que le lait ou les tissus

(65).

Les techniques de chromatographie liquide sont en plein essor pour
le contréle en laboratoire grdce a la possibilité d'automatisation (injection,
élution, nettoyage de la colonne, détection), [I'utilisation assistée par
ordinateur, le traitement des données et le temps réduit nécessaire au

traitement d'un échantillon.

Cette technique est de plus en plus couplée a une analyse par
spectrométrie de masse (66). Ceci permet simultanément le dépistage et la

confirmation des échantillons dépistés non- conformes. Malgré le colit tres
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élevé de ces instruments, le gain de temps réalisé permet de les rentabiliser

lorsque le nombre d'échantillons testés est grand.

b- Méthodes de confirmation :

Les méthodes de dépistage doivent &tre complétées par des méthodes
de confirmation qui sont appliquées sur les échantillons détectés positifs par les
méthodes de dépistage. Les méthodes de confirmation doivent identifier sans
ambiguité la molécule de résidu et doivent pouvoir la quantifier a un niveau au

moins deux fois inférieur a la LMR.

La procédure complete pour une analyse de confirmation est
coliteuse en temps, en équipements et en produits réactifs. De plus, elle
nécessite un personnel formé avec un bon degré d'expertise (20). Les méthodes
de confirmation sont aujourd'’hui des méthodes physico-chimiques, la
confirmation des échantillons positifs se fait au moyen de méthodes analytiques

comme .

- La chromatographie liquide haute performance avec ionisation
électro-spray = a pression atmosphérique (HPLC-ESI) associée a la
spectrométrie de masse (SM) (53, 66). Cest la technique de choix pour

identifier et doser le chloramphénicol par exemple (20).

- L'HPLC-SM avec ionisation chimique a pression atmosphérique (APCI en

anglais) (20, 66, 67).
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La chromatographie liquide associée a la spectrométrie de masse. Cette
technique est également utilisée pour la confirmation des échantillons détectés

positifs (66, 68).

IT- Risques liés aux bactéries résistantes :

Corpet a montré que des bactéries résistantes s'introduisent dans le
tube digestif avec l'alimentation (69, 70). Son expérience a consisté a nourrir
des collaborateurs de son laboratoire avec une alimentation stérile et a
comparer la prévalence des bactéries résistantes par rapport a la période ot ils
s'alimentaient normalement. Alors que le nombre tfotal dentérobactéries
intestinales est resté le méme dans les deux groupes de sujets, le nombre
d'entérobactéries digestives résistantes a été divisé par pres de 1000 pendant

la période d'alimentation stérile(71).

En Grande-Bretagne et en France on a mis en évidence la présence dans
les viandes crues d'entérobactéries résistantes a la vancomycine provenant de
volailles ou de bétail colonisés (69, 72, 73):plus de 50% des prélevements
réalisés sur les viandes anglaises étaient colonisés et pres de 40% en France. Il
est hautement vraisemblable que ces faits sont liés directement a I'utilisation

d'antibiotiques comme promoteurs de croissance (74).
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1- Risque de développement de bactéries résistantes chez

les animaux d'élevage :

L'utilisation abusive et erronée des antimicrobiens chez les animaux
d'élevage contribue a |'apparition de formes résistantes de bactéries qui
provoquent des infections difficiles a guérir, et ne répondant pas au

traitement par les antimicrobiens.

Des évolutions constantes sont observées avec une accélération dans les
dernieres années. C'est tout d'abord une augmentation de la fréquence de
bactéries résistantes et une augmentation de leur multirésistance.
Actuellement, en élevage intensif, les bactéries isolées a I'occasion d'une
pathologie, sont en majorité résistantes a plusieurs antibiotiques de familles
différentes. Ainsi, si une bactérie, par exemple, résiste a quatre
antibiotigues de familles différentes, |I'utilisation d'un seul de ces
antibiotiques favorisera la sélection et la diffusion de cette bactérie, mais
également des différents mécanismes de résistance aux autres familles

d'antibiotiques. On parle alors de phénoméne de co-sélection.

Il existe peu de données précises sur |'effet sélectionnant des
additifs zootechniques. Mais parmi les additifs, une molécule, I'avoparcine, qui
avait chez |'animal une seule utilisation zootechnique, a fait |'objet de
nombreuses discussions. Cette molécule est tres proche de la vancomycine
utilisée a I'hopital contre les staphylocoques multirésistants et apparait souvent

comme |'ultime antibiotique efficace.
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En vertu du « principe de précaution», I'avoparcine a été interdite
d'utilisation par décision européenne depuis le ler avril 1997. Trois
molécules de la famille des macrolides-synergistines et la bacitracine, qui
avaient également une utilisation en médecine humaine, ont été interdites

d'utilisation a but zootechnique en 1999.

2- Evaluation du risque did au transfert de bactéries

résistantes a 'homme:

Le risque di au transfert de bactéries pathogenes zoonotiques de
I'animal a I'homme existe. Les transferts sont possibles mais il est
difficile de les mettre en évidence, de les quantifier et d'en mesurer les
conséquences. De plus, lorsque les mémes molécules thérapeutiques sont utilisées
chez I'homme et |'animal, il est difficile de faire la part de la sélection de
bactéries et de mécanismes de résistance qui reléve d'une utilisation a

I'hopital, en médecine de ville ou en élevage (75, 76).

C- Moyens de lutte contre la résistance :

Les usages superflus des antibiotiques dans la chdine agro-
alimentaire sont d'autant plus graves que les bactéries résistantes se
transmettent et se propagent entre les &tres vivants, et aussi par

I'alimentation (77) .

Cependant, il ne faut pas perdre de vue que les antibiotiques

ont permis de fournir des aliments dorigine animale plus slirs et
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meilleurs sur le marché. Ils sont utilisés pour soigner les animaux et, le plus
souvent, ils sont inclus dans [lalimentation animale en tant qu'additif
uniquement pour favoriser leur croissance. Face a un tel paradoxe, 'OMS
(Organisation Mondiale de la Santé) émet 42 recommandations "destinées
aux pouvoirs publics, aux services vétérinaires et A diverses
organisations professionnelles, ainsi qu'a I'industrie et au milieu
universitaire". Parmi ces "principes mondiaux pour la limitation de la
résistance aux antimicrobiens résultant de ['utilisation de ces
produits chez les animaux d'élevage", les principales recommandations

sont :

+ prescriptions obligatoires pour tous les antimicrobiens utilisées

dans le traitement des maladies des animaux d'élevage,

+ arrét ou élimination rapide de I'emploi des antimicrobiens comme
facteurs de croissance s'ils sont utilisés également en médecine

humaine, en |'absence d'évaluation de leur innocuité pour la santé publique,

+ création de systémes nationaux de suivi de |'utilisation des antimicrobiens

chez les animaux d'élevage,

- évaluation de I'innocuité des antimicrobiens avant la mise sur le marché, en

égard a une éventuelle résistance vis-a-vis des antimicrobiens a usage humain,

* suivi des résistances pour identifier de nouveaux problemes de santé et

prendre au plus vite des mesures correctives pour protéger la santé humaine,
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- conseils a l'intention des vétérinaires afin de réduire |'utilisation

abusive et erronée des antimicrobiens chez les animaux d'élevage.

L'usage prudent des antibiotiques fait partie intégrante des

Bonnes Pratiques Vétérinaires, il faut choisir le bon antibiotique d'aprés :
* Un diagnostic précis

L'utilisation des antibiotiques doit faire suite a un examen clinique
des animaux par le praticien prescripteur et lorsque celui-ci juge qu'un

traitement antibiotique aura un effet bénéfique.

Lorsqu'il n'est pas possible de procéder a un examen clinique direct,
le diaghostic doit se baser sur |'expérience acquise, la connaissance du statut
épidémiologique de I'élevage et sur des tests de sensibilité effectués

régulierement.

Les antibiotiques he devraient &tre utilisés qu'apres
confirmation ou lors de forte suspicion de la présence d'un agent
infectieux sensible a l'antibiotique. Il peut €tre judicieux de réaliser un
antibiogramme (technique de laboratoire visant a tester la sensibilité d'une
souche bactérienne vis a vis d'un ou plusieurs antibiotiques supposés ou
connus). Le principe consiste a placer la culture de bactéries en présence du
ou des antibiotiques et a observer les conséquences sur le développement et

la survie de celle-ci.

+ Connaissance des spécialités autorisées par espece et par indication
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Aucun médicament ne peut &tre mis sur le marché, si sa

qualité, sa sécurité et son efficacité n'ont pas été démontrées.
- Spectre d'activité approprié

Le choix dun antibiotique devrait prendre en compte |la
sensibilité démontrée ou attendue du germe pathogene, tout en visant une

activité minimale sur les autres micro-organismes.

Le risque de voir émerger une population de micro-organismes
résistants, tant au niveau d'un animal pris isolément que de la population
entiere et le risque de voir cette résistance transférée a d'autres

populations microbiennes doit €tre prise en compte.
+ Schéma posologique

L'administration de doses sub-thérapeutiques peut conduire a un
manque defficacité et, dans certains cas, peut accroitre le risque de

résistance.

L'agent antimicrobien retenu doit donc étre administré dans
le respect du schéma posologique et de la voie dadministration

recommandés.
+ Durée de traitement

En regle générale, la durée du traitement est celle indiquée par
I'étiquetage. Une durée de tfraitement tfrop courte risque de favoriser
une recrudescence de la maladie, mais également de sélectionner des

germes peu sensibles.
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Par ailleurs, l'administration dantibiotiques doit &tre arrétée
dées linstant ou les défenses de I'animal lui permettent de faire face a

I'infection par lui-méme.

En résumé les mauvais usages des antibiotiques sont donc :

*mauvais diagnostic

-administration en quantité trop faible d'un antibiotique adapté
‘prescription d'un médicament sans efficacité contre le germe pathogéne
*traitement d'infection virale sans surinfection bactérienne

changement trop rapide dantibiothérapie, en estimant qu'il y a échec
thérapeutique avant d'avoir essayé de corriger les facteurs responsables de

I'infection
-conditions d'utilisation de I'étiquetage ou instructions écrites non respectées

Les torts imputés aux additifs sont donc en réalité le résultat de

mécanismes complexes et d'un probléme beaucoup plus profond...

D- Produits alternatifs aux antibiotiques utilisés en

alimentation animale :

Les produits dits «alternatifs» appartiennent a des familles
trés différentes, méme si beaucoup ont une action sur la flore digestive et son

équilibre (6) .
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1- Plantes aromatiques et odorantes :

Il s'agit de plantes ou dextraits de plantes, d'épices et d'huiles
essentielles dont les principes actifs sont bénéfiques, mais aussi de produits
analogues de synthese. Le nombre d'études touchant a ces produits est encore
trés faible et les résultats obtenus, fort variables. Parmi les résultats retenus
dans chaque catégorie de ces produits, environ la moitié montre un
classement positif, mais peu se révelent significatifs sur le plan statistique a
I'exception des huiles essentielles. Il apparait donc difficile de donner une

appréciation sur l'efficacité de l'une de ces catégories de produits.

Il s'agit de développer, a partir des plantes, des stimulateurs de
croissance aussi efficaces que les antibiotiques utilisés jusqu'ici en alimentation
animale et qui, en méme temps, soient plus tolérables par I'homme et inoffensives

pour |'environnement.

Enfin, les huiles essentielles et les extraits de plantes possédent

un pouvoir antimicrobien tout en activant I'appétit et les sécrétions digestives.

Des herbes aromatiques et médicinales classiques, telles que thym,
sauge ou origan, ont déja démontré leur efficacité en médecine animale. La
demande ne se limite pas a frouver des solutions pour les bovins, elle
concerne aussi les stimulateurs de performances en élevage de poules

pondeuses et de poulets.
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2- Argiles :

L'intérét des argiles comme agent technologique est lié a leurs
propriétés physiques lesquelles permettraient également une action
favorable sur le tractus digestif. Les argiles renforcent l'efficacité
alimentaire et I'hygiéne digestive. Mais les industriels ne voient pas en elles
une réelle alternative aux additifs antibiotiques en raison de leur aptitude,
démontrée depuis longtemps, a accroitre la qualité sanitaire et organoleptique

des aliments pour animaux.

3- Oligo-éléments :

Deux oligo-éléments, le cuivre et le zinc, ont des effets reconnus

sur les performances de croissance des animaux.

Cependant, une utilisation du zinc a certaines doses est actuellement
interdite en Europe, notfamment a cause de problemes environnementaux que cela

poserait.

Quant au cuivre, le risque d'une accumulation future de cet élément dans
les sols a la suite d'épandages répétés de lisiers qui en contiendraient des
teneurs élevées conduit les autorités de I'Union européenne a examiner

actuellement une diminution de la teneur maximale autorisée.
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4- Enzymes :

L'incorporation d'enzymes dans les aliments vise a renforcer Ia
digestibilité de certains constituants des matieres premieéres, en particulier
les hémicelluloses en rendant le contenu digestif moins visqueux. Les
enzymes permettraient également de limiter les effets négatifs de
certains facteurs anti-nutritionnels, de favoriser une réduction des
diarrhées, et d'utiliser a des taux plus élevés certaines matiéres
premieres. Toutefois, pour l'instant, leur action trop faible sur les performances

des animaux ne joue pas en leur faveur pour succéder aux additifs antibiotiques.

Les substrats: les arabinoxylanes, les béta-glucanes, certaines
pectines et les phytates présents dans les aliments des non ruminants (blé,
orge, avoine, riz) sont des facteurs anti-nutritionnels (polysaccharides visqueux
réduisant l'assimilation intestinale des nutriments, probléemes liés au phosphore

et aux cations divalents pour les phytates (phosphatidylinositides)).

Les xylanases, béta-glucanases et phytases sont actives a des pH
et des températures rencontrés dans les tractus intestinaux. Nouvelles
enzymes  utilisées: enzymes thermostables résistantes aux traitements

thermiques des céréales, et actives aux températures et pH physiologiques.

B- Exclusion compétitive :

Les produits d'exclusion compétitive sont utilisés pour empécher la

colonisation du tractus intestinal par des bactéries pathogénes telles que
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Salmonella en créant une barriére physique. Ces produits contiennent, en
général, des microorganismes vivants non identifiés qui sont isolés du tractus

gastro-intestinal d'animaux sains.

6- Prébiotiques :

Les prébiotiques offrent une alternative aux antibiotiques
utilisés dans l'alimentation animale. Cette catégorie de substances
regroupe différents oligosaccharides résistant aux enzymes digestives qui
assument une régulation sélective des processus de fermentation microbiens,
et de la contribuent a la stabilisation des fonctions immunitaires et de la
santé intestinale. En effet, ils représentent un substrat favorable a |la
multiplication intestinale de Bifidobacterium et de /lactobacilles, d'ou
découle un effet probiotique avec limitation de la flore pathogéne et production

d'acides gras volatiles.

D'autres substances, les probiotiques et les acidifiants, sont en
lice pour le remplacement des antibiotiques activateurs de croissance et
semblent avoir davantage de chances d'y parvenir que les argiles, les enzymes et
les extraits végétaux. Toutefois, si la piste des probiotiques et des acides
organiques semble prometteuse, leur mode d'action demeure bien mystérieux
et les résultats obtenus trop irréguliers. La poursuite des essais s'avere donc
nécessaire pour pouvoir désigner le successeur aux facteurs de croissance

antibiotiques.
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7- Acides organiques :

Les acidifiants (ou acides organiques : formique, acétique, propionique,
tartrique, lactique, citrique, maléique, fumarique, sorbique) ont été longtemps
cantonnés a leur role de conservateur des aliments alors qu'ils offrent, en

condition d'élevage, des avantages zootechniques et sanitaires substantiels.

Ils ont différentes actions :

excellent pouvoir bactéricide

régulation de la flore digestive

forte appétence

stimulation de la digestibilité des protéines (activation enzymatique)

Ainsi, les performances de croissance progressent, surtout pendant la

phase ler dge, et parallelement, les troubles digestifs régressent.

D'une maniére générale, les acides organiques sont de plus en plus
considérés comme des produits de substitution aux facteurs de croissance dans
le sens ol eux aussi sont capables d'inhiber une partie de flore intestinale

et de préférence la flore pathogene.

a) Efficacité des acides organiques sur les germes pathogeénes :

Certains acides organiques (acide formique) ont démontré un

effet bactériostatique c'est-a-dire, capable d'inhiber les pathogénes dans

66



le tube digestif. D'autres (exemple : l'acide lactique), d'avoir un effet
bactéricide : en un mot, ils peuvent pénétrer la bactérie et la tuer. L'acidité
proprement dite se trouve famponnée dans le duodénum par les sécrétions
pancréatiques et biliaires aprés un premier effet tampon di notamment aux
protéines et les produits de leur dégradation (peptides et acides aminés
libres). Reste donc disponible au niveau iléal, |'anion de I'acide (le corps de
I'acide proprement dit) qui va exercer selon sa nature, son pouvoir inhibiteur sur
les bactéries pathogenes jusqu'a ce qu'il soit totalement absorbé, soit par la

muqueuse intestinale, soit par les bactéries dans lesquelles il pénetre.

En définitive, moins un acide organique est absorbable par la muqueuse
intestinale, plus il sera disponible pour inhiber ou tuer les bactéries pathogénes

et inversement.

Mode d'action des acides organiques :

PIT et KIRCHGESSEN (1989) ont montré que le mode d'action
bactéricide des acides organiques n'est pas seulement di a un abaissement du

pH mais aussi et surtout par un effet direct de |'anion acide.

Les acides organiques contrairement aux acides inorganiques (ou acides
minéraux) peuvent traverser la paroi cellulaire de la bactérie et plus
spécialement les acides gras a chdine courte. A |'intérieur de la bactérie ou
le pH est neutre |'acide se dissocie en libérant H + et I'anion RCOO. Pour
survivre, la bactérie doit expulser une tres grande dépense d'énergie qui peut

aller jusqu'a la mort de la bactérie.
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L'anion acide a par ailleurs un effet inhibiteur sur la synthése de I'ADN
et donc de la réplication qui précede la multiplication bactérienne. pH et

développement de certaines bactéries digestives.

Les principales bactéries digestives pathogénes, Colibacilles
entre autres, supportent mal les milieux acides alors qu'elles proliferent
en milieu neutre ou légérement basique. Les bactéries bénéfiques, comme
les lactobacilles, au contraire, préferent un environnement légerement acide.
L'acidification influe directement sur la croissance des microorganismes, dans le
sens ou chaque type de bactérie posséde une plage de pH ol son développement
est possible avec une valeur optimale, en principe au milieu de cette plage.
Face a cette réalité, on peut artificiellement favoriser telle souche ou

défavoriser telle autre.

Chez les monogastriques |'estomac est un gros producteur d'acide
chlorhydrique, celui-ci peut permettre de descendre le pH du bol alimentaire a
des valeurs inférieures a 2, permettant aux enzymes protéolytiques d'entrer en
action (pepsine). L'estomac appardit ainsi comme une partie nettement acide du
tube digestif et maintient cette acidité par son autoproduction. A chaque
repas, |'aliment ingéré remonte le pH de |'estomac et une nouvelle production

d'acide chlorhydrique le ramene rapidement a la normale.

Selon les matiéres premieres utilisées, |'aliment neutralise plus ou
moins fortement |'acidité de I'estomac. Il faut alors davantage de production
d'acide et donc de temps pour revenir a |'équilibre. On parle de "pouvoir

tampon" fort ou faible de I'aliment. Les matieres premieres riches en calcium,
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(notamment carbonate de calcium, produits laitiers ...) ont un pouvoir tampon

élevé.

b-Acidification en élevage : aspects pratiques

Utilisation dans I|'eau de boisson: Les objectifs recherchés sont
ici d'améliorer I'hygiéne de |'eau de boisson et de sécuriser le comportement
digestif des animaux pendant les périodes a risques, en limitant
I'apparition de  diarrhées, d'entérotoxémies et également de baisse
d'immunité. Les produits sont utilisés sous forme liquide. Ils comportent le
plus souvent une association de 3 a 4 acides organiques, afin de cumuler leurs
effets  spécifigues et  complémentaires  recherchés:  acidifiant,

bactériostatique, bactéricide, fongicide.

équilibre digestif et réglementaire : Les acides organiques
sont naturellement tres répandus dans la nature, y compris dans le tube digestif
de I'homme et des animaux. Aprés ingestion par [lanimal, ils sont
completement métabolisés par |'organisme. Ils ne laissent donc aucun résidu

dans la carcasse ou les déjections.

8- Probiotiques :

Les micro-organismes vivants, ou les spores de bactéries sporulées
susceptibles de germer dans |'intestin, sont généralement présentés, sous le
terme " probiotiques “, comme des produits susceptibles d'étre utilisés en
alternative aux antibiotiques. Les probiotiques sont des mélanges de

cellules vivantes de 3 a 5 espéces de levures Saccharomyces cerevisiae et
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de bactéries de type Bacillus, Enterococcus, Pediococcus ou productrices d'acide

lactique : Lactobacillus acidophilus, Streptococcus faecals.

Si les probiotiques sont bien placés pour prendre la reléeve des
additifs antibiotiques, c'est parce que ces préparations microbiennes vivantes
ont a la fois des aptitudes nutritionnelles et antimicrobiennes intéressantes,
démontrées en conditions d'élevage : inhibition de la reproduction des germes
pathogénes dans l'appareil digestif, stimulation des défenses immunitaires et

de la sécrétion d'enzymes antimicrobiennes et régulation de la flore endogéne.
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- Chapitre IT

Aliments d’origine végétale
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Les marqueurs de résistance aux antibiotiques dans les

plantes génétiquement modifiées

L'émergence de bactéries pathogenes résistantes aux antibiotiques est
un sujet de préoccupations en pathologie humaine et vétérinaire. Ceci explique
que l'opinion publique et les scientifiques soient aujourd'hui, a juste ftitre,
préoccupés par l'apparition et I'utilisation de plantes transgéniques porteuses de
genes de résistance aux antibiotiques comme marqueurs de sélection dans la

préparation de ces nouvelles plantes.

1-Intérét de Il'utilisation des qgénes de résistance aux

antibiotiques en génie génétique :

L'association de genes de résistance aux antibiotiques a des
antibiotiques constitue un outil important pour le génie génétique en général,

et pour la biotechnologie végétale, en particulier.

Une tache-clé du génie génétique est I'identification et la

sélection de cellules dans lesquelles un nouveau gene a été introduit.

L'insertion d'un géne dans une cellule végétale par transformation
est un processus tres peu efficace puisque seules quelques milliers de
cellules parmi plusieurs millions intégrent le geéne souhaité. Le transfert
a la fois d'un géne marqueur de résistance aux antibiotiques et du
géne présentant le caractére d'intérét permet a ce trées petit nombre
de cellules d'étre sélectionnées puisque seules les cellules qui ont intégré
les deux genes survivront et se multiplieront en présence de |'antibiotique
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mis dans le milieu de croissance ( le géne de résistance a l'antibiotique protége
les cellules modifiées de l'action de cet antibiotique). Une plante génétiquement
modifiée se développe a partir de ces cellules modifiées et le marqueur n'est

alors plus nécessaire.

L'identification de cellules «transgéniques» serait extrémement
difficile, voire impossible, si ce processus de sélection n'était pas mis en
ceuvre. Un processus de sélection est une nécessité dans le domaine du génie
génétique ; et c'est la raison pour laquelle les génes de résistance aux
antibiotiques ont été aussi largement utilisés dans de nombreux et différents

domaines de la biotechnologie pendant plusieurs années.

2-Types de genes utilisés comme marqueurs :

Il convient de différencier l'utilisation des génes de résistance a un
antibiotique selon que ces genes sont utilisés comme marqueurs pour la

sélection :

-du vecteur de la séquence génique d'intérét, au moment de la
construction des plasmides transformants dans ce cas, le géne de résistance a

I'antibiotique (type ampicilline) est sous contréle d'un promoteur bactérien,

-des éléments transformés de la plante destinés a générer les plantes
transgéniques recherchées; dans ce second cas, le gene de résistance a
I'antibiotique (type kanamycine) est sous contrdle d'un promoteur de type
eucaryote végétal (78) . Le marqueur de résistance aux antibiotiques le plus
largement utilisé pour la sélection de cellules végétales transformées est le

géne nptII (néomycine phosphotransférase II, encore appelé aph(3')-II
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aminoglycoside phosphotransférase 3'-II (79-81). Ce gene confere une
résistance aux antibiotiques suivants : la néomycine et la kanamycine. Il est
présent dans 10 des 14 cultures génétiquement modifiées contenant des génes
marqueurs de résistance aux antibiotiques et soumises d la mise sur le
marché dans [|'Union européenne. Il a été, par exemple, utilisé pour
développer une tomate a maturation retardée, du mais insecticide résistant aux
herbicides ainsi que des variétés de coton. Le choix d'utiliser ce géne marqueur
de résistance aux antibiotiques a été favorisé par le fait que, d'une part, la
néomycine et la kanamycine sont deux antibiotiques sans grande importance
dans le traitement médical et que, d'autre part, en moyenne 20 a 40% des
bactéries présentes naturellement dans le tractus digestif de |'homme et
de I'animal sont déja résistantes da la kanamycine. Les bactéries
résistant a la néomycine et a la kanamycine sont omniprésentes dans la nature

(80).

3-Probleme lié a l'utilisation des genes de résistance aux

antibiotiques en biotechnologie :

De récentes autorisations délivrées pour la commercialisation
de cultures génétiquement modifiées contenant des marqueurs de résistance
aux antibiotiques ont suscité des inquiétudes en Europe ; ces inquiétudes
portent sur le risque de propagation de génes de résistance  aux
antibiotiques a des micro-organismes qui n'étaient pas susceptibles jusqu'alors

et qui deviendraient, de ce fait, résistants aux antibiotiques utilisés.
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4-Conditions de transfert d'un géene d'une plante & une

bactérie :

La mobilisation d'une séquence génique de résistance a un antibiotique
a partir de plantes génétiquement modifiée vers les bactéries du sol, du tractus
intestinal des herbivores ou de I'homme implique une cascade de processus de
transferts horizontaux interspécifiques. De plus il sera nécessaire que la
séquence soit intégrée chez I'hote final dans des conditions ou elle pourra

s'exprimer. Ces étapes sont les suivantes :
-libération de 'ADN de la plante dans le milieu ;
-persistance du fragment d'ADN dans le milieu ;

-transformation de bactéries compétentes (état physiologique a un moment
donné de certaines bactéries qui leur permet d'incorporer dans leur cytoplasme
des fragments d'acides nucléiques) par I'ADN conservé (I'adsorption de I'ADN sur
les argiles dans le sol peut favoriser la conservation des fragments d'ADN mais

rend ceux-ci moins disponibles pour la transformation) ;

-intégration (ou maintien) dans le génome bactérien de cet ADN provenant de la
plante transformée; cette étape est limitante du faite de l'existence de
systemes de restriction efficaces (aprés passage dans la plante, un ADN
d'origine bactérienne n'est plus reconnu comme un ADN bactérien), de la
nécessité de séquences homologues pour qu'il y ait recombinaison, et

généralement de |'absence d'origine de réplication ;
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-expression/sélection ; la pression de sélection qui peut exister dans le sol au

hiveau des microniches, peut jouer un réle important.

La réunion de ces conditions rend la réalisation d'un tel transfert trés

peu probable.

5-Cadre juridique et décisions réglementaires aux Etats-Unis

et dans |I'Union européenne :

Avant de commercialiser une culture génétiquement modifiée sur le
marché de |'Union européenne, plusieurs autorisations doivent &tre obtenues

aux hiveaux national et européen.

Le débat sur la sécurité des marqueurs de résistance aux
antibiotiques en Europe a commencé en 1996, lorsque le mais C6176 de la
firme Novartis contenant un géne de résistance a |'ampicilline était en cours
d'autorisation. Le Comité Consultatif Britannique sur les Nouveaux Aliments et
les Nouveaux Procédés (Advisory Committee on Novel Foods and Processes
ou ACNFP) a joué un réle majeur en soutenant des arguments allant a I'encontre
de I'autorisation de ce produit. En effet, le géne, lorsqu'il est exprimé dans la
bactérie, confere une résistance a |'ampicilline, antibiotique important
sur le plan clinigque. Comme les Etats membres n'ont pas réussi a prendre de
décision, la Commission a autorisé la mise sur le marché de ce produit aprés
des examens supplémentaires effectués par trois comités scientifiques de
la Commission. Les trois comités ont, chacun, conclu que la mise sur le
marché de ce produit n'entrdinait aucun probleme majeur sur les plans de

I'alimentation, de la nourriture ou de |'environnement. Le gouvernement
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frangais a autorisé la culture de ce produit, a condition que |'augmentation de sa
résistance aux insectes et le transfert potentiel du géne de résistance a
I'ampicilline  aux  micro-organismes  soient surveillés. Les tentatives de
surveillance ont échoué jusqu'd présent puisque jusqu'a plus de 10% des
bactéries présentes dans |'environnement sont résistantes a I'ampicilline et il
est impossible de faire la différence entre un gene qui pourrait étre
transféré du madis génétiquement modifié a une bactérie environnementale et
le geéne qui est déja largement présent dans la population bactérienne.
Des décisions réglementaires prises en octobre 2002 ont autorisé la mise sur le
marché de cultures de mais génétiquement modifié qui contiennent le

marqueur de résistance aux antibiotiques ntpIT.

Les Etats membres et la Commission doivent veiller a ceci : les
OGM contenant des genes exprimant une résistance aux antibiotiques
utilisés dans le traitement médical et vétérinaire doivent faire I'objet
d'une attention particuliere au cours des évaluations de risque, dans le but
d'identifier et de retirer progressivement les marqueurs de résistance
aux antibiotiques dans les OGM qui peuvent avoir des effets néfastes sur

la santé humaine et sur |'environnement.

6-Evaluation de la sécurité des cultures contenant des génes

marqueurs de résistance aux antibiotiques:

L'évaluation de la sécurité des cultures contenant des marqueurs de

résistance aux antibiotiques a été examinée de maniere approfondie par
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des experts appartenant a des organismes scientifiques reconnus au niveau
international et a des comités scientifiques européens ainsi que par des
experts gouvernementaux canadiens, japonais, suisses, et américains
entre autres. Les experts ont évalué la sécurité des cultures contenant le
gene marqueur nptII qui confére a la kanamycine et la néomycine, le gene aad
qui confeére une résistance a la streptomycine et a la spectinomycine et le géne
bla qui confére une résistance a |I'ampicilline. Ces experts ont conclu que le
risque de transfert de genes de cultures transgéniques contenant ces génes
a la population microbienne était négligeable, et que si c'était le cas, il n'y
aurait aucun impact sur la forte prévalence actuelle de la résistance

aux antibiotiques dans les populations microbiennes.

Le Comité scientifique des plantes de la Commission
européenne a émis une opinion sur la sécurité d'un mais insecticide qui
contient le géne nptII. Ses conclusions reposent sur les observations

suivantes :

- Les marqueurs de résistance aux antibiotiques utilisés dans la
biotechnologie végétale proviennent de bactéries présentes naturellement. Le
géne ntpII en particulier aété isolé a partir de bactéries présentes dans
I'intestin de I'homme. Les marqueurs sont déja largement présents dans des
produits autorisés parce que des mécanismes efficaces de transfert
naturel existent ; ils permettent de propulser directement les génes entre
les cellules bactériennes. Ce processus confere des avantages  aux

bactéries. Certaines populations  microbiennes peuvent, par conséquent,
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servir de réservoirs pour certains génes de résistance aux antibiotiques qui

se répandent alors rapidement suite a des pressions de sélection.

- La kanamycine et la néomycine, antibiotiques inactivés par le géne
nptII, sont rarement utilisées dans la thérapie humaine puisqu'elles ont été
remplacées par des antibiotiques de toxicité moindre et d'efficacité plus

grande.

- Il n'existe aucun mécanisme connu pour le transfert de genes de
cellules végétales vers des bactéries. Le transfert de genes a des micro-
organismes vivant dans le sol pourrait, en théorie, se produire dans des
champs ou sont cultivés les produits agricoles génétiquement modifiés.

Cependant, ce type de ftransfert n'a encore été observé nulle part.

L'ADN a la fois bactérien et végétal reste dans le sol, cela a été
démontré, pendant des semaines ou des mois en se liant aux surfaces des
particules présentes dans le sol. Il est donc plus probable que la présence
permanente d'ADN végétal, facteur important dans la détermination des
chances de ftransfert de genes, soit plus grande dans le sol que dans
I'intestin. Cependant, alors que certaines bactéries ont la capacité d'intégrer
spontanément de [|'ADN nu, de nombreuses barriéres devraient &tre
franchies avant que les génes intacts d'une plante ne puissent €tre intégrés
a partir d'un environnement naturel, et ne soient fonctionnels et maintenus
dans les bactéries. Un tel phénomene n'a jamais été démontré dans des

conditions normales.
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Méme si un tel transfert se produisait de fagon exceptionnelle, le
nombre de bactéries résistant aux antibiotiques qui existent déja dans la

nature n'augmenterait pas de beaucoup.

- La fréquence d'intégration du géne marqueur nptII de plantes
transgéniques d des bactéries est donc considérée comme négligeable. Le
géne nptIT représente seulement 0,00004% du génome du madis et serait
en compétition avec le reste de I|'ADN pour &tre intégré par la
bactérie. La disponibilité d'ADN libre provenant de plantes génétiquement
modifiées dans le rumen oudans le tractus gastro-intestinal est de plus
limitée du fait de sa digestion rapide par les liquides pancréatiques et la
salive acide. La participation du géne nptII provenant de plantes
transgéniques a |'ensemble du pool des bactéries résistant a la kanamycine est
encore plus négligeable quand on la compare au grand pool des genes de
résistance a la kanamycine déja présents dans les bactéries et au taux élevé de
transfert de genes s'effectuant constamment dans les populations bactériennes.
C'est pourquoi une bactérie a beaucoup plus de chances d'acquérir un gene de
résistance d'une autre bactérie que de I'ADN d'une culture génétiquement

modifiée.

-Les marqueurs de résistance aux antibiotiques ne conférent une
résistance qu'a des antibiotiques spécifiques. Ils ne produisent donc pas
d'antibiotiques. C'est pourquoi aucun antibiotique présent dans la nourriture

he provient de plantes développées grdce a la biotechnologie.
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7- Retrait des genes marqueurs :

Il est impossible de retirer les génes marqueurs aprés leur
intégration dans le génome d'une plante, a moins qu'un mécanisme
particulier d'extraction ne soit incorporé en méme temps que le géne marqueur

et le gene présentant un caractére d'intérét au moment de la transformation.

Il est possible d'éviter I'introduction dans les cellules végétales de
génes marqueurs résistant aux antibiotiques qui ne sont utilisés que pour
I'assemblage et |'amplification d'ADN chimére dans les bactéries, et ne sont,

par conséquent, pas nécessaires dans |'étape de transformation de la plante.

Le retrait avant la commercialisation de génes marqueurs qui sont
véhiculés par des promoteurs végétaux et qui sont utilisés pour la sélection de
plantes végétales est devenu le but a la fois des consommateurs et des
industriels. Des recherches approfondies dans ce domaine sont menées par
I'industrie et les institutions universitaires. Les nouvelles technologies qui

sont en cours d'évaluation sont les suivantes :

-L'utilisation de méganucléases (81-84) . Il s'agit d'enzymes qui
reconnaissent de fagon spécifique de longues séquences d"ADN. Ces
séquences de reconnaissance sont introduites des deux cotés du gene
marqueur résistant a |'antibiotique. Une fois que les cellules transformées ont
été sélectionnées par  rapport a l'antibiotique correspondant, la

méganucléase est insérée dans la cellule végétale et permettra I'excision du

géne marqueur résistant aux antibiotiques.
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Il a été prouvé que cette technologie était trés efficace pour
certaines plantes, mais difficile a appliquer pour d'autres ; ceci est peut-étre di

au fait que la méganucléase reconnait des sites propres au génome de la plante.

-La présence de séquences homologues d'ADN sur les deux cotés du
géne marqueur de résistance aux antibiotiques peut permettre la recombinaison
aléatoire et |'élimination du géne. Ce processus de recombinaison

homologue se produit rarement; il est peut- tre spécifique a la plante.

-Il est possible d'introduire le caractéere d'intérét et le marqueur
résistant aux antibiotiques sur différents ADN chiméres. Stuite a la
transformation, chaque molécule est intégrée a un chromosome différent. Dans
ce cas, il est possible de séparer le caractere d'intérét du gene marqueur
a la génération suivante. La fréquence d'intégration dans des chromosomes
différents peut étre tres faible, si on la compare a |'intégration au méme
locus. Les facteurs qui jouent un rdle dans la régulation de cette fréquence

n'‘ont pas encore été élucidés (81, 85) .

Les chercheurs s'acharnent a développer ces technologies.
Certains produits utilisant |'une ou l'autre de ces stratégies sont déja en
cours de développement. Mais, actuellement, aucune de ces approches ne peut
€tre mise en application de fagon usuelle  pour chaque culture. Le
développement de ces technologies sera probablement limité, dans un

premier temps, aux laboratoires dotés d'une infrastructure solide.

Financierement, ces laboratoires devront pouvoir se permettre le

développement d'un nombre plus élevé de lignées de plantes transgéniques
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contenant le géne marqueur de |'antibiotique qui sera ensuite nécessaire afin

d'identifier le géne marqueur qui va étre éliminé.

8-Alternatives aux marqueurs de résistance aux

antibiotiques :

Il existe deux catégories de marqueurs de substitution pour
les plantes susceptibles d'étre sélectionnés. Certains marqueurs conférent
une résistance a des produits chimiques autres que les antibiotiques. Ces
produits chimiques, tels les herbicides et les concentrations |étales de lysine
et de thréonine (acides aminés) tuent les cellules végétales. L'enzyme qui
confere une résistance a de grandes concentrations de lysine et de
thréonine, peut entraver la biosynthése des acides aminés et, si elle est
exprimée en grande quantité, provoquer un développement anormal de la
plante. De tels génes ne conviennent donc pas comme systemes de
marqueurs. La présence de marqueurs de tolérance ou de résistance aux
herbicides peut ne pas étre souhaitable. Le glyphosate est |'herbicide le
plus efficace pour protéger les semis de pommes de terre des années
précédentes dans les régions tempérées aux hivers doux ; c'est pourquoi les
pommes de terre résistant au glyphosate ne seraient pas adaptées a ces
régions. De plus, les plantes contenant des génes marqueurs de résistance
aux herbicides qui ne sont pas enregistrées comme tels pourraient

encourager |'usage abusif de ceux-ci.

D'autres systémes de marqueurs de substitution reposent sur la

croissance de cellules végétales en présence de nutriments inhabituels, y compris
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la cytokinine, les glucuronides, le xylose ou le mannose, nutriments qui ne

permettront pas la croissance de cellules végétales non transformées.

Par exemple, les cellules végétales n'utilisent pas, en général, le
mannose comme source de sucre. Le transfert d'un géne permettant au
mannose d'étre métabolisé dans les cellules végétales et la culture, par la suite,
de ces cellules dans un milieu contenant du mannose comme seule source de

sucre permettraient aux seules cellules qui ont intégré le géne de croftre.

Lorsque ces systemes, qui sont encore dans leur phase de
développement, fonctionneront de maniere fiable a grande échelle dans de
nombreux environnements différents, des évaluations de risque devront Eétre
effectuées. Elles auront pour but d'évaluer les impacts écologiques
potentiels des plantes ayant la capacité de pousser sur un nouveau substrat,
I'impact sur I'ensemble du métabolisme de la plante et les conséquences sur le
régime humain et animal suite da I'augmentation du taux de métabolites dans
ces cultures, métabolites qui ne sont peut-tre pas présents chez leurs

équivalents traditionnels.

9-Utilisation des genes marqueurs et résistance bactérienne

aux antibiotiques:

Les experts scientifiques s'accordent a dire que la cause principale de
propagation de la résistance aux antibiotiques est |'usage abusif de ces
derniers en médecine humaine et animale. Les inquiétudes du public au sujet
de ['utilisation des cultures génétiquement modifiées avec des marqueurs de

résistance aux antibiotiques sont grandes. Plusieurs gouvernements de |'Union

84



européenne ont recommandé le retrait progressif des cultures
génétiqguement modifiées contenant des marqueurs de  résistance  aux

antibiotiques.

Cependant, le risque de compromettre |'efficacité des antibiotiques
est considéré comme extrémement faible. La plupart des alternatives sont
encore en phase de développement, ne sont pas facilement disponibles, et

seront plus difficiles a mettre en ceuvre dans un pays en voie de développement.

Méme s'il n'est pas démontré que les marqueurs de résistance
aux antibiotigues ou autres marqueurs sont néfastes, comme c'est le cas
en général, il serait préférable, a long terme, que les cultures transgéniques ne
portent que les genes nécessaires a leur rendement et non les marqueurs

sélectifs.

Les marqueurs de substitution et les systemes de retrait de
marqueurs font actuellement I'objet d'études suite aux inquiétudes du
public. Ces études visent également da augmenter le nombre d'outils
disponibles en biologie moléculaire végétale. Puisque le temps nécessaire
au développement de nouvelles méthodes de substitution varie en fonction
des différents produits agricoles, il sera nécessaire de donner du temps pour
assurer une transition progressive vers de telles technologies. L'évaluation de la
sécurité de nouveaux systémes s'avere également cruciale, avant que ces
systemes ne soient utilisés dans des produits destinés a la commercialisation.
Le remplacement de la technologie qui utilise des genes marqueurs de

résistance aux antibiotiques comme le géne ntpII sera souhaitable lorsque les
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nouvelles  technologies bénéficieront, au moins, du méme degré de
connaissances scientifiques et de confiance quant a leur utilisation, comme c'est

le cas pour le géne ntpII et les produits le contenant.

86






Résumé
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La quantité d'antibiotiques consommée dans le monde a augmenté de fagon
considérable ces derniéres années et leur utilisation s'est completement
banalisée. Aujourd'hui, ils sont utilisés de maniére anarchique. Ainsi, outre la
médecine humaine et vétérinaire, on utilise les antibiotiques comme facteurs de
croissance dans les élevages, en biotechnologie dans les organismes

génétiquement modifiés et dans plusieurs autres secteurs.

Cette surconsommation, tous secteurs confondus, favorise le développement
rapide d'un phénomene global, celui de la résistance bactérienne aux
antibiotiques, associé a la transmission de résidus d'antibiotiques et de génes
bactériens résistants a 'homme par la chaine alimentaire. Le risque di a la
présence de résidus d'antibiotiques dans I'alimentation existe, le transfert de
bactéries pathogenes résistantes a I'homme est possible mais il est
difficile de les mettre en évidence, de les quantifier et d'en mesurer les
conséquences. La résistance bactérienne reste aujourd'hui tres préoccupante

du fait de son ampleur et des conséquences qu'elle peut avoir sur le traitement

des infections chez |'Homme et les animaux.



Summary

Title: relationship between food and bacterial resistance to antibiotics
Author: Miss. Karima Bensouda

Keywords: antibiotic, antibiotic resistance marker, bacterial resistance,

Food, genetically modified organism.

The amount of antibiotics consumed in the world has increased dramatically in
recent years andtheir usewas completely unmarked. Today they are
used to rhyme. Thus, in addition to human and veterinary medicine , use of
antibiotics as growth promoters in livestock, Biotechnology in genetically

modified organisms and in several other sectors.

This over all sectors promotes the rapid development of a global phenomenon
that of bacterial resistance to antibiotics, associated with the transmission of
antibiotic residues and bacterial genes resistant to man through the food
chain. The risk due to the presence of antibiotic residuesin foodis, the
transfer of resistant pathogens to humansis possible but it is difficult
to demonstrate, quantify and measure the consequences. Bacterial
resistance is now of great concern because of its scale and impact it can have

on the treatment of infections in humans and animals.
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