6. Evaluation de la toxicité éventuelle
des aliments dérivés
de plantes a ADN recombiné

Introduction

Lévaluation des risques prend aussi en considération I’estimation et I’évaluation du niveau et de
la fréquence de I'ingestion d’aliments issus de plantes a ADN recombiné, qui sont fonction de la
fréquence et du degré d’exposition de la population aux nouvelles substances exprimées,
comme les protéines, les métabolites ou les composés endogenes, dont les concentrations dans
I'aliment ont été modifiées a la suite de I'insertion du nouveau gene (et/ou d’autres effets non
intentionnels résultant d'une modification génétique).

On peut avoir recours a des essais toxicologiques classiques inspirés des tests initialement
mis au point pour des substances chimiques (telles que les additifs alimentaires, les pesticides et
les contaminants alimentaires) pour évaluer la sécurité sanitaire des substances nouvellement
exprimées. On peut déterminer la concentration sans effet nocif observé (CSENO) de la nouvelle
substance, puis le coefficient de sécurité attaché au niveau d’exposition prévu dans la population
générale. Lapplication de ce coefficient de sécurité permet de dériver la dose journaliere
acceptable ou tolérable. Ces analyses ne seront efficaces que si elles sont congues selon
I'identité et la fonction biologique des substances considérées.

Dans la pratique, les études toxicologiques classiques sur la salubrité des aliments entiers
ne sont cependant pas tres significatives car les aliments sont des mélanges complexes de
composés caractérisés par une large variabilité en termes de composition et de valeur
nutritionnelle. Il peut donc étre extrémement difficile de détecter les éventuels effets néfastes et
de conclure a un lien entre ces effets et une caractéristique de I'aliment. Ces difficultés liées a
I'application des approches toxicologiques classiques ont conduit a I’élaboration du concept
d’équivalence substantielle. Cette approche reconnait que le but de I'évaluation n’est pas
d’instituer une salubrité absolue, mais de chercher a savoir si les aliments dérivés de plantes a
ADN recombiné sont aussi stirs que leur équivalent traditionnel de référence.

Approche conceptuelle des études de toxicité

Lapproche conceptuelle de I'évaluation de la toxicité potentielle des aliments suppose de
procéder a la caractérisation biochimique du nouveau produit issu de I’élément d’ADN inséré,
au moyen d’études de digestibilité in vitro, d’analyses visant a identifier les similitudes avec les
séquences d’acides aminés de toxines connues et d’études de toxicité aigué orale basées sur un
modele animal.

S’il ressort de ces études qu’un effet a plus long terme est probable, des tests
supplémentaires de toxicité chronique et subchronique devront étre effectués. Les études de
digestibilité in vitro ont pour objectif de déterminer la résistance du nouveau produit a
'acide, en simulant les conditions des liquides gastriques et intestinaux. La séquence des six
acides aminés de la partie N terminale est comparée a celle de toxines connues afin de
déterminer les similitudes. Si la similitude est importante, il est possible que le nouveau produit
du gene inséré soit une toxine. Le nouveau produit est alors soumis a des études de toxicité
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15 Des lignes directri-
ces pour les études de
toxicité orale ont été
élaborées dans des ins-
tances internationales,
par exemple, les Lignes
directrices de I'OCDE
pour les essais de pro-
duits chimiques.

Evaluation de la toxicité éventuelle

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 34. Les tech-
niques de manipulation in vitro des acides nucléi-
ques permettent I'introduction d’ADN, qui peut résul-
ter en la synthése de nouvelles substances dans les
plantes. Ces nouvelles substances peuvent étre des
composés classiques des plantes alimentaires, comme
les protéines, les graisses, les hydrates de carbone,
les vitamines, qui sont nouveaux dans le contexte de
cette plante a ADN recombiné. Les nouvelles subs-
tances peuvent également comprendre de nouveaux
métabolites résultant de I'activité des enzymes géné-
rées par I'expression de I’ADN introduit.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 35. Lévaluation
de la sécurité sanitaire devrait tenir compte de la
nature chimique et la fonction de la nouvelle subs-
tance exprimée et mesurer la concentration de la
substance dans les parties comestibles de la plante
a ADN recombiné, en incluant, le cas échéant, les
valeurs moyennes et ses écart-types. Lexposition par
le régime alimentaire actuel et les effets éventuels sur
des groupes particuliers de la population devraient
aussi étre considérés.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 36. Les infor-
mations devraient étre fournies pour s’assurer que
les génes d’organisme(s) donneur(s) codant pour
des toxines connues ou des facteurs antinutritionnels
présents dans le ou les organisme(s) donneur(s) ne
sont pas transférés a des plantes a ADN recombiné
qui n’expriment pas normalement ces toxines ou
caractéristiques antinutritionnels. Cette garantie est
particulierement importante dans les cas ol une
plante a ADN recombiné est préparée différemment
du végétal donneur, étant donné que les techniques
de transformation alimentaire habituellement asso-
ciées a 'organisme donneur peuvent désactiver;
dégrader ou éliminer les facteurs antinutritionnels ou
les composés toxiques.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 37. Pour les
raisons décrites a la Section 3, des études toxicologi-
ques classiques peuvent ne pas étre considérées
nécessaires lorsque la substance ou une substance
apparentée trés proche a, en tenant compte de sa
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fonction et de son exposition, déja été consommée
dans l'alimentation sans incidents. Dans les autres
cas, l'utilisation d’études toxicologiques classiques
appropriées ou d’autres études de la nouvelle subs-
tance peut-étre nécessaire.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 38. Dans le
cas de protéines, I'évaluation de la toxicité potentielle
devrait se focaliser sur les similarités des séquences
d’acides aminés entre la protéine d’une part et les
protéines toxiques et les facteurs antinutritionnels
(ex: inhibiteurs de protéases, lectines) connus d’au-
tre part, ainsi que sur leur stabilité, a la chaleur, ou
au processus de transformation et a la dégradation
dans des modeéles de simulation représentatifs des
conditions gastriques et intestinales. Des études de
toxicité orales appropriées!> peuvent étre nécessai-
res a mener dans le cas ou la protéine présente dans
I'aliment n’est pas similaire a des protéines précé-
demment consommeées sans incidents dans les ali-
ments, et en tenant compte de sa fonction biologi-
que quand elle est connue.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 39. La toxi-
cité potentielle de substances non protéiques intro-
duites qui n’ont pas été consommeées sans incidents
dans les aliments devrait étre évaluée sur la base du
au cas par cas selon I'identité et la fonction biolo-
gique de la substance dans la plante et selon I'ex-
position alimentaire. Le type d’études a réaliser peut
inclure des études portant sur le métabolisme, la
toxicocinétique, la toxicité subchronique, la toxi-
cité chronique, la carcinogénicité, la toxicité sur la
fonction de reproduction et le développement, confor-
mément aux approches toxicologiques tradition-
nelles.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 40. Cela peut
nécessiter I'isolement de la nouvelle substance a par-
tir de la plante a ADN recombiné, ou la synthese ou
la production de cette substance a partir d’'une source
alternative, auquel cas il devrait étre montré que le
matériel étudié est équivalent sur le plan biochimi-
que, structurel et fonctionnel a celui produit dans la
plante a ADN recombiné.

subchronique pour déterminer le coefficient de sécurité de la consommation en fonction de

I'exposition de la population générale.

Lapproche conceptuelle de I’évaluation de la toxicité d’'une substance introduite est décrite

comme suit dans les paragraphes 34 a 40 de la Directive du Codex.

Méthodes utilisées pour déterminer 'absence de toxicité

Les éléments nécessaires et les méthodes utilisées pour déterminer si la nouvelle substance est
une toxine ou non sont décrites dans les paragraphes 34 a 40 de la Directive du Codex (voir plus
haut). Il faut de grandes quantités de protéines purifiées exprimées par le transgéne pour réaliser
des études de toxicité. Comme on ne peut pas en obtenir suffisamment dans les tissus végétaux,
on extrait habituellement les protéines de micro-organismes (comme Escherichia colr)
génétiquement modifiés de fagon a produire la protéine en grande quantité. Dans ce cas,
I'équivalence biochimique et fonctionnelle de la version issue de la bactérie et de la version
exprimée par le végétal doit étre prouvée.
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DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 10. Lutilisation
de modeles animaux pour évaluer les limites toxico-
logiques est un élément majeur de I'évaluation des ris-
ques associés a de nombreux composés tels que les
pesticides. Toutefois, dans la plupart des cas, la subs-
tance a évaluer est bien définie, de pureté connue, sans
valeur nutritive particuliere, et I'exposition humaine
au composé est généralement faible. Il est par consé-
quent relativement simple de donner de tels compo-
sés a des animaux a des doses d’ordres de grandeur
plus élevés que les niveaux d’exposition attendus chez
I’'homme, afin de déceler les éventuels effets néfastes
pour la santé humaine. De cette facon, il est possible,
dans la plupart des cas, d’estimer les niveaux d’expo-
sition pour lesquels on n’observe pas d’effets néfas-
tes, et de fixer des niveaux d’ingestion s{irs en appli-
quant des facteurs de sécurité appropriés.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 11. Les étu-
des sur animaux ne peuvent étre directement appli-
quées a I'examen des risques associés avec des ali-
ments entiers, qui sont des mélanges complexes de
composés souvent caractérisés par une grande varia-
tion de composition et de valeur nutritionnelle. Du
fait de leur volume et de leur effet sur la satiété, ils ne
peuvent généralement étre donnés aux animaux qu’a
des doses qui ne sont que de faibles proportions des
quantités qui constituent le régime alimentaire chez
I’homme. En outre, la valeur nutritionnelle et I'équi-
libre des régimes alimentaires utilisés est un élément
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important que doivent prendre en considération les
études sur les animaux pour éviter I'induction d’ef-
fets néfastes sans rapport direct avec I’aliment en
question. Détecter des effets néfastes éventuels et les
associer définitivement a une caractéristique particu-
liere de I'aliment peut donc étre extrémement diffi-
cile. Si la caractérisation de I'aliment indique que les
données disponibles sont insuffisantes pour une éva-
luation fine de la sécurité sanitaire, des études sur les
animaux correctement concues pourraient étre deman-
dées pour les aliments entiers. Quant a savoir s’il est
nécessaire d’effectuer des études sur les animaux, il
faut pour cela déterminer s’il convient ou non de sou-
mettre des animaux d’expérience a de telles études
lorsqu’il est peu probable que celles-ci aboutissent a
des données pertinentes.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 12. Compte
tenu des difficultés que représente I'application des
procédures traditionnelles d’essai toxicologiques et
d’évaluation des risques aux aliments entiers, I'évalua-
tion de la sécurité sanitaire des aliments dérivés des
végétaux alimentaires, plantes a ADN recombiné inclu-
ses requiert une approche plus spécifique. D’ou le
développement d’une approche multidisciplinaire
d’évaluation de la sécurité qui prend en compte a la
fois les changements souhaités et les changements
involontaires qui peuvent se produire dans la plante
ou dans les aliments dérivés de celle-ci, en utilisant le
concept d’équivalence substantielle.

On réalise habituellement des études d’alimentation sur animaux pour établir 'absence de

toxicité aigué ou subchronique. Ces études ont cependant des limites évidentes. Si elles ont été

réalisées avec soin et mettent en évidence une absence d’effets sur des parametres

physiologiques déterminés, elles sont certes utiles mais elles ne donnent pas une assurance

complete de la sécurité sanitaire car les extrapolations de résultats des animaux a I’'homme, sont

généralement sujettes a caution. Ces résultats devraient étre considérés comme une

“confirmation” et une «garantie d’innocuité» et ils sont un élément supplémentaire de

I’évaluation globale de la sécurité sanitaire, dans les cas ou ils sont garantis.

Les paragraphes 10 a 12 de la Directive du Codex décrivent les avantages et les limites des

études sur animaux dont il faut tenir compte lorsque 'on évalue la sécurité sanitaire des

aliments dérivés de plantes a ADN recombiné.

Les études sur animaux qui portent sur des aliments entiers plutét que sur des composants

isolés peuvent étre appropriées en cas de modifications significatives de la composition de

I'aliment dérivé de plantes a ADN recombiné; voir le paragraphe 53 de la Directive du Codex.
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Les problemes éthiques liés aux études sur
animaux et la nécessité de ces études doivent étre une
préoccupation constante pour éviter aux animaux des
souffrances inutiles. La Consultation mixte d'experts
FAO/OMS sur les aliments dérivés des biotechnologies,
qui a eu lieu en 2000 (Aspects de la salubrité des
aliments d’origine végétale génétiquement modifiés,

Section 4.2, paragraphe 4.2.2) présente une analyse utile

de la nécessité de ces études (Encart 6.1).
On considére en général que les études
subchroniques chez les rongeurs doivent étre menées

sur une durée de 90 jours au minimum pour démontrer

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 53. Certains aliments
peuvent nécessiter des tests complémentaires. Par exemple,
des études d’alimentarité sur animaux peuvent étre justifiées
pour les aliments dérivés de plantes a ADN recombiné, si des
changements sur la biodisponibilité des nutriments sont atten-
dus ou si leur composition n’est pas comparable a celle d’ali-
ments traditionnels. Les aliments congus pour améliorer la
santé peuvent nécessiter des études nutritionnelles spécifiques,
toxicologiques, ou tout autre étude qui soit appropriée. Si la
caractérisation de l'aliment indique que les données disponi-
bles sont insuffisantes pour une évaluation compléte de son
innocuité, des études sur animaux correctement congues peu-
vent étre demandées sur les aliments entiers.
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16 Consultation mixte
d'experts FAO/OMS sur
les aliments dérivés
des biotechnologies,
Topic 6: Safety testing
of food additives and
contaminants and the
long-term evaluation
of foods produced

by biotechnology

29 mai-2 juin 2000.
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Encart 6.1. Nécessité d’études chez I'animal (FAO/OMS, 2000)

Si la caractérisation de I'aliment indique que les don-
nées disponibles sont insuffisantes pour une évalua-
tion approfondie de la salubrité, il peut étre néces-
saire de réaliser des études chez I'animal. C’est notam-
ment le cas si I'aliment est censé apporter une contri-
bution alimentaire significative, s’il n’existe pas d'an-
técédents de consommation du nouveau produit géni-
que ou si la modification affecte plusieurs voies méta-
boliques.

Quand I'aliment génétiquement modifié differe de
sa contrepartie traditionnelle par la

présence d'un ou de quelques nouveaux genes et
de leurs produits, il est possible d’isoler et d’étudier
ceux-ci d'une maniéere comparable aux tests de toxi-
cité classiques des additifs alimentaires.

Cependant, il est essentiel de s’assurer que le maté-
riel testé est équivalent sur le plan biochimique et
fonctionnel, a celui produit dans I'aliment génétique-
ment modifié. De cette maniére, la sensibilité des
tests de toxicité est supérieure a celle que I'on obtien-
drait si I'on donnait directement aux animaux les pro-
duits des plantes génétiquement modifiées et on évite
certains artefacts susceptibles de se produire quand
on effectue les tests sur des aliments entiers. Mais
cette stratégie ne s’applique que si I'analyse détail-
|ée préalable ne révéle pas d'autres modifications
significatives que celles attendues. Dans le cas contraire,
il est souvent nécessaire de tester I'aliment entier et
les études chez I'animal doivent alors porter sur I'ali-
ment tel qu’il est consommé par I’'homme. Le type
d’étude a mettre en ceuvre est a décider au cas par
cas. Outre la recherche d’éventuels effets toxicologi-
ques, les études chez I'animal peuvent aussi étre
nécessaires si la modification génétique affecte direc-
tement ou indirectement la concentration ou la bio-
disponibilité des nutriments.

Quand on estime que des études toxicologiques
sont indispensables pour évaluer la salubrité de la
consommation a long terme d’un aliment, on consi-
dére la plupart du temps qu’'une étude subchronique
d’une durée de 90 jours est le minimum nécessaire

pour démontrer la salubrité de cette consommation.
Le cas échéant, on réalisera au préalable une étude
pilote de courte durée afin de s'assurer que le régime
est bien accepté par les animaux d’expérience et que
les taux d’incorporation de I'article a tester sont appro-
priés, par exemple que le régime témoin, contenant
I’élément de référence a un taux équivalent, ne pro-
duit pas d’effets dus aux toxiques naturels présents
a une concentration normale dans les aliments tradi-
tionnels considérés comme salubres. La dose maxi-
mum a utiliser pour une étude chez I'animal est la
dose la plus élevée que I'on puisse employer sans
entrainer de déséquilibre nutritionnel, tandis que la
dose minimale doit étre comparable a I'apport prévu
chez 'homme.

Il faudrait décider au cas par cas de la nécessité
d’effectuer des tests toxicologiques

supplémentaires en tenant compte des résultats
de I"étude sur 90 jours et d’autres études. Par exem-
ple, si on observe des modifications tissulaires a type
de prolifération durant I’étude sur 90 jours, il sera
sans doute souhaitable de réaliser une étude de toxi-
cité a plus long terme.

Les tests toxicologiques classiques ont une valeur
limitée pour I'évaluation des aliments entiers, notam-
ment des AGM. En se basant sur la quantité maxi-
male d’aliment entier qui peut étre utilisée dans des
régimes expérimentaux selon les indications ci-des-
sus, on peut calculer une marge de sécurité tenant
compte de I'absence ou de la nature des effets indé-
sirables et de I'exposition humaine vraisemblable.
Pour améliorer les protocoles expérimentaux, on pro-
posera une alimentation animale adéquate sur le plan
nutritionnel et on évitera de tester les aliments ou
produits d’'une maniére inappropriée.

L'utilisation de biomarqueurs a effets précoces
pourrait accroftre la valeur diagnostique et la sensi-
bilité des tests de toxicité effectués sur les aliments
(Schilter et al., 1996). Mais cette approche comporte
un risque de confusion entre effets adaptatifs et effets
toxiques.

Encart 6.2. Etudes toxicologiques sur les aliments issus de la biotechnologie (FAO/OMS, 2000)

Lorsqu’un produit alimentaire issu de la biotechnologie differe de
sa contrepartie traditionnelle par un petit nombre de caractéristi-
ques bien définies, le processus d’évaluation de la sécurité sani-
taire peut étre ciblé sur ces caractéristiques qui détermineront les
tests a effectuer. L'étude toxicologique se focalisera sur ces quel-
ques caractéristiques bien définies. Il est parfois possible d’iso-
ler et d’étudier les différences d’un ou de quelques nouveaux génes
et de leurs produits d'une maniére comparable aux tests de toxi-
cité classiques des additifs alimentaires. Pour les tests de toxicité
conventionnels de ces nouveaux genes et de leurs produits, les
études de toxicité subaigué sur 14 jours constituent la norme
(OCDE, 1995: Ligne directrice 407). Une substance dont on doit
tester la toxicité est généralement administrée a des rats dans le
cadre d’'une étude standard de toxicité subaigué sur 14 jours, a
une dose reflétant une trés large marge de sécurité. La CSENO
est la dose maximale qui peut étre incorporée a un régime alimen-
taire expérimental sans que des effets indésirables soient obser-

vés, et on peut en dériver un coefficient de sécurité pour I'expo-
sition humaine au produit considéré. Le processus d’évaluation
devrait étre complété par des études sur I'hnomme lorsque les étu-
des in vivo sur animaux ne mettent en évidence aucun effet inat-
tendu ou irréversiblelé.

Ces études devraient étre réalisées en plusieurs étapes pour exa-
miner la tolérance jusqu’a des doses maximales d’ingestion poten-
tielle, de maniére a avoir des études cliniques contrélées de confir-
mation avant de mettre le produit sur le marché. Les études sur
I’'homme devraient étre effectuées le plus t6t possible, dans le res-
pect des considérations d’éthique, afin de réaliser des études sur
animaux mieux ciblées, plutét que de large portée et sans intérét
pour la question examinée. Les observations obtenues dans le cadre
d’études sur I’homme et sur les animaux peuvent révéler que I'ali-
ment est sans danger par rapport a I'utilisation prévue, ou mettre
en évidence des effets inattendus qui devront faire I'objet d’une
enquéte plus approfondie pour confirmer I'innocuité de I'aliment.
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Encart 6.3. Aspects techniques des études de toxicité subchronique (FDA, 2003)*

Les études de toxicité subchronique sur des rongeurs
sont généralement conduites sur 90 jours (3 mois) a
12 mois. Ces études sont habituellement réalisées pour:
prévoir les doses appropriées de la substance d’essai
pour les études de toxicité chronique futures; détermi-
ner les CSENO pour certains résultats toxicologiques
recherchés ou concevoir des études a long-terme sur
des rongeurs ou d’autres animaux, axées en particulier
sur les organes cibles identifiés. Ces études ne permet-
tent pas de déterminer la cancérogénicité potentielle
d’'une substance testée.

|l est essentiel que toutes les études de laboratoire
non cliniques soit conduites conformément aux lignes
directrices internationalement reconnues!? et aux Bonnes
pratiques de laboratoire (BPL)18. Les autres facteurs a
prendre en considération sont examinées ci-apres.

Animaux de laboratoire.

Les soins, I'entretien et les conditions d’hébergement
des animaux de laboratoire doivent étre conformes aux
directives du Guide for the care and use of laboratory
animals.19

Les especes, les souches et le sexe doivent étre
choisis en fonction de la sensibilité générale des ani-
maux de laboratoire. La réactivité de certains organes
et tissus des animaux d’expérience a la substance
toxique testée entre également en ligne de compte
lors de la sélection des espéces, souches et sous-sou-
ches de rongeurs pour les études de toxicité. On choi-
sira des souches autogames, exogames ou hybrides
de rongeurs selon les aspects scientifiques sur les-
quels portent les essais. En outre, les animaux de
laboratoire devraient provenir de colonies bien carac-
térisées et en bonne santé, car, d'aprés des informa-
tions récentes, la capacité de survie de certaines sou-
ches de rats en captivité serait limitée, et il convient
de sélectionner des animaux sur lesquels I'expérience
puisse étre prolongée pendant toute la durée recom-
mandée.

Les résultats des tests peuvent varier en fonction
de I'age des animaux utilisés, aussi est-il recommandé
d’effectuer les tests sur des animaux jeunes et de com-
mencer a administrer les doses immédiatement aprés
le sevrage, aprés une période d’acclimatation d’au moins
5 jours. Pour les rongeurs, I'age maximal est de 6 a 8
semaines.

Un nombre égal de males et de femelles de chaque
espece et souche devraient étre utilisés pour I'étude.
Dans le cas d’études de toxicité subchronique, chaque
groupe traité et chaque groupe témoin devrait étre
constitué d’au moins 20 rongeurs de chaque sexe. Ces
recommandations sont destinées a garantir qu’un nom-
bre suffisant d’animaux survivront jusqu’a la fin de
I’étude pour permettre une évaluation significative des
effets toxicologiques.

Il est conseillé de n’avoir qu’un animal par cage,
pour les raisons indiquées ci-apres.

S'il y a plusieurs animaux dans une cage, il est
impossible de déterminer avec précision |'assimilation
alimentaire (rapport entre la quantité d’aliments consom-
més et le gain de poids).

|l est impossible de déterminer si une perte de poids
est due a une altération du godt de I'aliment ou a la
toxicité de la substance administrée.

Si les animaux ne sont pas dans des cages indivi-
duelles, des organes ou des tissus d’animaux moribonds
ou morts peuvent étre mangés par les autres animaux
et perdus.

Les animaux des groupes traités et du groupe témoin
doivent étre soumis a un régime alimentaire isocalori-
que, contenant les mémes niveaux de nutriments (notam-
ment, fibres et micronutriments)20. Une mauvaise mai-
trise des variables du régime alimentaire peut se tra-
duire par des déséquilibres nutritionnels ou une priva-
tion calorique qui peuvent fausser I'interprétation des
résultats de I'étude de toxicité et altérer le résultat et
la reproductibilité des examens.

Les animaux devraient étre assignés aux groupes
témoin et aux groupes traités sur la base d’un échan-
tillonnage aléatoire stratifié, de fagon a minimiser le
biais et a garantir la comparabilité des variables perti-
nentes entre les groupes traités et le groupe témoin
(par exemple poids corporel moyen et gammes de poids
corporel). Si I'on veut fonder la randomisation sur d'au-
tres caractéristiques, celles-ci doivent étre décrites et
justifiées. Les animaux de tous les groupes doivent étre
intégrés dans I'étude le méme jour; s'ils sont trop nom-
breux, leur intégration sera étalée sur plusieurs jours.
Si cette derniere option est choisie, on intégrera cha-
que jour dans I'étude un nombre prédéterminé d’ani-
maux du groupe témoin et des groupes a traiter de
maniére a préserver la comparatibilité.

Plan d’expérience

Les animaux devraient étre exposés a la substance d’es-
sai sept jours par semaine, pendant au moins 90 jours
consécutifs (3 mois).

La voie d’administration de la substance d’essai
doit étre choisie en fonction du mode normal d’expo-
sition humaine. Le choix d'une autre voie doit étre
justifié. Les voies d’administration possibles sont les
suivantes.

Si I’exposition humaine se fait en principe a travers
la consommation d’aliments solides ou d’une combi-
naison d’aliments solides et liquides, la substance
devrait étre administrée dans les aliments. Il ne faut
pas laisser les animaux choisir ce qu'ils mangent, ni
dans le régime alimentaire base, ni dans celui qui
contient la substance. Des précautions doivent étre pri-
ses pour que les procédés employés lors de I'agglomé-
ration en granulés, comme le chauffage, n’altérent pas
la substance d’essai.

La substance d’essai peut étre administrée dissoute
dans I'eau de boisson ou encore en capsules ou par
intubation orale (gavage) si I'exposition humaine résulte
plus probablement de I'ingestion quotidienne d’'une
dose élevée unigue que de I'ingestion continue de peti-
tes doses. L'administration par gavage devrait étre réa-
lisée a peu pres a la méme heure tous les jours, et le
volume maximal de la solution que devrait contenir
chaque dose devrait étre déterminé en fonction de la
taille de I'animal. Chez les rongeurs, ce volume ne
devrait pas dépasser 1 ml/100 g de poids corporel (0,4
ml/100g de poids corporel s’il s’agit de substances
huileuses). Si la quantité administrée doit étre répar-
tie en plusieurs petites doses, la totalité doit étre absor-
bée en 6 heures.

(suite)

17 OECD Guideline for
the testing of chemi-
cals, repeated dose
90-day oral toxicity
study in rodents, 407,
Sept. 1998

18 Principes de bon-
nes pratiques de labo-
ratoire de I'OCDE
Directive 87/18/CEE,
Directive 88/320/CEE
19 National Research
Council Institute of
Laboratory Animal
Resources. 1996.
Guide for the care and
use of laboratory ani-
mals. Washington, DC,
National Academy
Press,

20 Nutrient require-
ments of laboratory
animals, 4th Revised
Edition, Subcommittee
on Laboratory Animal
Nutrition, Committee
on Animal Nutrition,
Board on Agriculture,
National Research
Council, 1995.
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Encart 6.3. (fin)

Groupes de doses

On utilise au moins trois niveaux de dose de la subs-
tance d’essai par sexe (un niveau de dose par groupe),
mais il est préférable d’en utiliser 4 ou 5. Un groupe
témoin concurrent devrait aussi étre inclus. Les niveaux
de doses appropriés pour les études de toxicité sub-
chronique peuvent étre déterminés sur la base des résul-
tats d’études de toxicité aigué et a court terme.

Sélection des doses de traitement

Dans les études de toxicité, il est conseillé d’utiliser

au moins trois niveaux de doses de la substance d’es-

sai et un groupe témoin concurrent. Les trois niveaux
de doses devraient étre administrés conformément aux
lignes directrices suivantes:

* |a dose forte devrait étre suffisamment élevée pour
provoquer une réaction toxique chez les animaux de
laboratoire;

® |a dose intermédiaire devrait étre assez élevée pour
déclencher des effets toxiques minimes chez les ani-
maux d’expérience (altérations des niveaux d’enzy-
mes ou léger ralentissement de la prise de poids,
etc.);

e |a dose faible ne devrait pas engendrer de réponse
toxique chez les animaux testés.

Groupes témoins
Un groupe témoin concurrent approprié d’animaux de
laboratoire est nécessaire. Dans les études alimentai-
res, ce groupe témoin recoit le régime de base.
L'excipient ou le véhicule de la substance d’essai
sera administré aux animaux témoins a raison d’un
volume égal au volume maximal de I'excipient ou du
véhicule que recoivent les animaux appartenant a tous
les groupes de dose. Des informations sur la toxicité
de I'excipient ou du véhicule doivent étre fournies pour
s'assurer qu'il sera sans incidence sur les résultats de
|"étude.

Observations et tests cliniques:

observations des animaux d’expérience

L'état des animaux doit étre observé au moins une ou
deux fois par jour pendant toute la durée de I'étude
pour détecter des signes généraux d’effets toxicologi-
gues ou pharmacologiques, de morbidité et de morta-
lité. Les observations sont généralement espacées d’au
moins 6 heures. Il convient de tenir pour chaque ani-
mal une fiche, sur laquelle on notera le moment de
|'apparition des éventuels effets, leurs caractéristiques
et leur progression, de préférence a I'aide d'un sys-
téme de notation. Les évaluations cliniques devraient

porter non seulement sur les effets pharmacologiques
et toxicologiques généraux, mais aussi sur les troubles
neurologiques, les changements de comportement, les
dysfonctionnements du systéme nerveux autonome et
les autres signes de toxicité sur le systeme nerveux.
Les symptomes relevés devraient couvrir les observa-
tions suivantes (sans que cette liste soit exhaustive) :
modifications de I'état de la peau, de la fourrure, des
yeux, des muqueuses, apparition de sécrétions et d’ex-
crétions, et de réactions neuro-végétatives. Il convient
également de consigner les changements dans la pos-
ture et les réactions a la manipulation ainsi que la pré-
sence de mouvements cloniques ou toniques, de com-
portements stéréotypés ou bizarres. L'apparition de
tumeurs devrait aussi étre notée, en particulier dans
les études a long terme. En cas d’apparition de symp-
tomes toxiques et pharmacologiques au cours d'une
étude, il peut étre nécessaire d’effectuer des tests cli-
niques supplémentaires ou des examens post-mortem
approfondis.

Poids corporel et ingestion de nourriture

Les animaux d’expérience devraient étre pesés au moins
une fois par semaine. La consommation de nourriture
(ou d’eau si la substance d’essai est administrée dans
I’eau de boisson) devrait aussi étre mesurée une fois
par semaine, tout au long d’une étude de toxicité sub-
chronique.

Tests cliniques

Les tests suivants doivent étre réalisés: examen oph-
talmologique, profils hématologiques, tests de chimie
clinique, analyses d’urine, tests de neurotoxicité et étu-
des d’'immunotoxicité.

Autopsie et examen microscopique

Tous les animaux testés devraient étre soumis aux exa-
mens suivants: autopsie générale, pesage des organes,
préparation des tissus pour un examen au microscope,
examen microscopique, et histopathologie des organes
lymphoides.

*Référence: US FDA. 2003. Toxicological principles for
the safety assessment of food ingredients: Red Book
2000, Novembre 2003. IV.C.4a. Subchronic toxicity
studies with rodents. Food and Drug Administration,
Center for Food Safety and Applied Nutrition,
Department of Health and Human Services.

I'innocuité de I'ingestion répétée d’aliments dérivés de plantes a ADN recombiné. La

Consultation mixte d'experts FAO/OMS sur les aliments dérivés des biotechnologies, tenue en

2000 (Safety testing of food additives and contaminants and the long-term evaluation of foods

produced by biotechnology, page 4) a été I'occasion d’un débat utile sur les études de toxicité

subchronique (résumé dans I'Encart 6.2).

Le document de I'United States Food and Drug Administration sur les principes

toxicologiques de I’évaluation de la sécurité sanitaire des ingrédients alimentaires (US FDA,

2003) peut aussi étre une référence utile pour les aspects techniques des études de toxicité

subchronique (voir le résumé dans I’Encart 6.3.).
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Etudes de toxicité chronique

Les études de toxicité chronique comportent 'administration sur une longue période de la
substance d’essai, en général dans les aliments ou dans I’eau de boisson, et parfois par gavage.
Ces études ont pour objet de détecter d’éventuels effets cumulatifs sur le ou les organe(s) cibles,
en se fondant sur la relation dose-réponse. Lopportunité des études de toxicité chronique a long
terme devrait étre évaluée au cas par cas, et uniquement lorsque les résultats des études sur 90
jours ou d’autres études d’alimentarité indiquent qu’une étude de toxicité devrait étre effectuée
sur une plus longue période.

Assurance de qualité

Il est essentiel que le processus d’organisation et les conditions dans lesquelles les études de
laboratoire sont planifiées, mises en ceuvre, vérifiées, enregistrées et rapportées soient
conformes aux principes des bonnes pratiques de laboratoire (BPL)18. Ces principes
s’appliquent aux essais de substances chimiques visant a déterminer leurs propriétés et/ou leur
sécurité pour la santé humaine et I'’environnement. Dans les études toxicologiques, il est
indispensable de s’assurer que les données utilisées pour estimer la sécurité sanitaire sont
d’'une qualité acceptable pour toutes les parties. Il faut également établir la relation entre les
modifications des parametres physiologiques mesurés et les niveaux de doses des composés
testés auxquels les animaux sont exposés. Il est donc primordial d’avoir des données de bonne
qualité qui permettent une juste interprétation de la toxicité et une estimation exacte des
CSENO des composés testés. A partir de cette interprétation, le coefficient de sécurité peut étre
défini en estimant les niveaux maximaux auxquels la population humaine peut étre exposée
sans que des effets nocifs pour la santé soient observés. En outre, si 'on a observé des
différences des parametres physiologiques mesurés dans le cadre des expériences, entre les
animaux traités et les animaux non traités, ces écarts doivent faire I’'objet d’une analyse
statistique afin d’établir leurs limites de confiance.

Références

Doerfler, W. 2000. Foreign DANN in mammalian systems. Wennheim, Germany, Wiley-VCH.
181 pp.

FAO/OMS. 2000. Aspects de la salubrité des aliments génétiquement modifiés d’origine
végétale. Consultation conjointe d’experts FAO/OMS sur les aliments produits par
biotechnologie, 29 mai-2 juin 2000, Geneve, Suisse. ftp://ftp.fao.org/docrep/nonfao/
ae584f/ae584f00.pdf

FAO/OMS. 2000. Tests de salubrité des additifs et contaminants alimentaires et évaluation a
long terme des aliments produits par biotechnologie. Sujet 6. Consultation conjointe
d’experts FAO/OMS sur les aliments produits par biotechnologie, 29 mai—2 juin 2000,
Geneve, Suisse. ftp://ftp.fao.org/es/esn/food/Bio-08.pdf

OCDE. 1995. Lignes directrices pour les essais de produits chimiques, Ligne directrice 407.
Toxicité orale a dose répétée — pendant 28 jours sur les rongeurs. Paris, Organisation de
coopération et de développement économiques. http://www.OCDE.org/dataOCDE/
50/18/37478478.pdf

OCDE. 1998. Série OCDE sur les principes de bonnes pratiques de laboratoire et la vérification
du respect de ces principes Numéro 1. ENV/MC/CHEM(98)17. Paris, Organisation de
coopération et de développement économiques.
http://www.olis.OCDE.org/olis/1998doc.nsf/LinkTo/env-mc-chem(98) 17

OCDE. 2000. Rapport du Groupe d'étude sur la sécurité des nouveaux aliments destinés a la
consommation humaine et animale. C(2000)86/ADDI1. Paris, Organisation de coopération 18 Voir Note page 31.

Evaluation de la sécurité sanitaire des aliments génétiquement modifiés / Outils a I'intention des formateurs



34 Evaluation de la toxicité éventuelle

et de développement économiques. http://www.olis. OCDE.org/olis/2000doc.nsf/
LinkTo/C(2000)86-ADD1

Schilter, B., Holzhauser, D., Cavin, C. & Huggett, A.C. 1996. An integrated in vivo and in vitro
strategy to improve food safety evaluation. Trends Food Sci. Technol., 7: 327-332.

US FDA. 2003. Toxicological principles for the safety assessment of food ingredients: Red book
2000, November 2003. IV.C.4a. Subchronic toxicity studies with rodents. Washington DC,
USA, United States Food and Drug Administration, Center for Food Safety and Applied
Nutrition, Department of Health and Human Services.

US National Research Council. 1995. Nutrient requirements of laboratory animals, 4th
Revised Edition. Washington DC, USA, Subcommittee on Laboratory Animal Nutrition,
Committee on Animal Nutrition, Board of Agriculture @

Evaluation de la sécurité sanitaire des aliments génétiquement modifiés / Outils a 'intention des formateurs




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile ()
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (Europe ISO Coated FOGRA27)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.3
  /CompressObjects /Off
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages false
  /CreateJobTicket true
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.1000
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails true
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 524288
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness false
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts false
  /TransferFunctionInfo /Remove
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages false
  /ColorImageMinResolution 150
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.25
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages false
  /GrayImageMinResolution 150
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.25
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.76
    /HSamples [2 1 1 2] /VSamples [2 1 1 2]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 15
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages false
  /MonoImageMinResolution 300
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects true
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName <FEFF0068007400740070003a002f002f007700770077002e0063006f006c006f0072002e006f00720067ffff>
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<
    /ITA ([Basato su 'SignDesign5'] )
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AllowImageBreaks true
      /AllowTableBreaks true
      /ExpandPage false
      /HonorBaseURL true
      /HonorRolloverEffect false
      /IgnoreHTMLPageBreaks false
      /IncludeHeaderFooter false
      /MarginOffset [
        0
        0
        0
        0
      ]
      /MetadataAuthor ()
      /MetadataKeywords ()
      /MetadataSubject ()
      /MetadataTitle ()
      /MetricPageSize [
        0
        0
      ]
      /MetricUnit /inch
      /MobileCompatible 0
      /Namespace [
        (Adobe)
        (GoLive)
        (8.0)
      ]
      /OpenZoomToHTMLFontSize false
      /PageOrientation /Portrait
      /RemoveBackground false
      /ShrinkContent true
      /TreatColorsAs /MainMonitorColors
      /UseEmbeddedProfiles false
      /UseHTMLTitleAsMetadata true
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks true
      /AddPageInfo true
      /AddRegMarks true
      /BleedOffset [
        8.503940
        8.503940
        8.503940
        8.503940
      ]
      /ConvertColors /NoConversion
      /DestinationProfileName (sRGB IEC61966-2.1)
      /DestinationProfileSelector /NA
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements true
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles true
      /MarksOffset 14.173230
      /MarksWeight 0.250000
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PageMarksFile /RomanDefault
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /LeaveUntagged
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
  /SyntheticBoldness 1.000000
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [595.276 765.354]
>> setpagedevice




