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La population mondiale a atteint les 8 milliards en 2022 et I’on prévoit d’atteindre un effectif de plus de
9 milliards en 2050, selon les estimations de I’Insee. L’un des enjeux majeurs de cet accroissement
démographique est I’augmentation de notre production alimentaire, dans le respect de notre planéte et
de ses écosystémes. Pour cela, les pratiques agricoles commencent a évoluer et tendent a réduire
l'utilisation de pesticides chimiques au profit d’alternatives dites de biocontrdle, considérées comme
plus respectueuses de l'environnement. Les biopesticides (aussi appelé produits de biocontréle) font
d’ores et déja I’objet d’une utilisation croissante dans la lutte contre les nuisibles et les adventices
("mauvaises herbes"). Bien qu'actuellement leur proportion ne représente que 8% de I’ensemble des
produits phytosanitaires, 1'objectif est d'atteindre 50 % du marché global des pesticides d'ici a 2050
(Damalas and Koutroubas, 2018; Willer and Lernoud, 2018). Cet objectif est d’ailleurs soutenu par
différentes incitations gouvernementales, comme c’est le cas en France avec le plan d’action Ecophyto
II+, qui vise a réduire de moitié l'utilisation des pesticides chimiques d'ici 2030, ce qui aura pour
conséquence une nette augmentation de l'usage et donc de la dispersion, des biopesticides dans
l'environnement.

Les bactéries du genre Bacillus constituent une source prometteuse d’agents de biocontrole
efficaces. Nombre d’entre elles sont dotées de propriétés exploitables en agriculture, telles que la
stimulation de la croissance des végétaux, l'activation de leurs défenses naturelles, ou encore leur
protection contre différents bioagresseurs, via la production d'antibiotiques, d'antifongiques et de
substances entomopathogénes (Shafi et al., 2017). De plus, les Bacillus sont généralement utilisés sous
forme de spores, dont la production et la conservation sont aisées et peu onéreuses, constituent un atout
supplémentaire. L’une d'entre elles, nommée Bacillus thuringiensis (Bt), occupe la premiére place du
marché mondial des biopesticides, avec 50 % des parts de marché total et couvre 69% des surfaces
cultivées certifiées "agriculture biologique" (Bonis and Gallet, 2020). Le recours a B¢ ne se limite
d'ailleurs pas a la lutte contre divers insectes ravageurs (Lepidopteres et Coléoptéres pour la plupart) en
agriculture conventionnelle ou biologique. Il donne également lieu a des usages biocides importants
dans la lutte anti-vectorielle contre les larves de moustiques (des genres dedes et Culex), ainsi qu’en
sylviculture dans la lutte contre la chenille processionnaire du pin. De fait, les bioinsecticides Bt sont
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les seconds produits insecticides (chimiques et biologiques confondus) les plus vendus dans le monde
avec 32 000 de tonnes par an (Casida and Bryant, 2017).

Bt est une bactérie opportuniste sporulante appartenant au groupe phylogénétique Bacillus
cereus (Bc) (Carroll et al., 2020). Les spores bactériennes sont des formes "dormantes" extrémement
résistantes aux stress environnementaux (UV, chaleur, sécheresse, congélation...) et chimiques
(désinfectants, détergents...). De fait, les spores peuvent persister longtemps dans la nature ou
I'environnement hospitalier (Setlow, 2014). Les bactéries opportunistes du groupe Bc ont été
responsables en 2019 de 355 Toxi-Infections Alimentaires Collectives (TIAC) en France correspondant
a 3143 malades, 83 hospitalisations et 6 décés). Le groupe Bc était la 2°™ cause de TIAC en France
depuis 2011 derriére Staphylococcus aureus puis est devenu la 1°° en 2021 (données Santé publique
France). Au niveau européens, le groupe Bc est la 3°™ cause de TIAC aprés Salmonella spp et
Staphyloccus aureus (EFSA and ECDC, 2018) mais ce chiffre est probablement sous-estimé car tous
les pays ne font pas une recherche systématique de bactéries du groupe Bc dans les événements de TIAC.
Les facteurs bactériens responsables des symptomes diarrhéiques sont des entérotoxines produites par
la bactérie végétative, c’est-a-dire la forme bactérienne biologiquement active et proliférative en
opposition a la spore inactive.

Ce qui différencie Bt parmi le groupe Bc, c'est qu'au cours de la sporulation, B¢ produit des
toxines insecticides nommées Cry enfermées dans un cristal. La spécificité d'action de certaines toxines
Cry envers des nuisibles a conduit a la sélection de souches de Bf pour leur utilisation en agriculture.

Les bioinsecticides Bt sont un mélange de spores de Bt et de cristaux de toxines Cry. Aprés ingestion du
produit par les insectes cibles, les cristaux sont dissouts. Les toxines Cry ainsi libérées et activées
détruisent le tube intestinal créant des bréches dans 1'épithélium permettant aux bactéries (spores de Bt
ayant germées) de traverser la barriére intestinale et de pénétrer dans le milieu intérieur, provoquant une
septicémie. Bt tue le ravageur ciblé en 2-3 jours (Ehling-Schulz et al., 2019). Les bioinsecticides B¢, sont
épandus par des moyens terrestres ou aériens. De par leur mode d'action, les bioinsecticides Bf respectent
en termes de toxicité aigilie les autres especes de 1'écosystéme, dont 'hnomme. Cependant, bien que de
nombreuses études (principalement sur les mammiféres) aient démontré 'innocuité de l'utilisation de
ces produits pour les organismes non cibles sur une courte période (toxicité aigu€), on ne sait pas grand-
chose sur les effets indésirables potentiels d’une exposition sur plusieurs décennies (toxicité chronique).
L'accroissement de leur utilisation augmente leur présence dans l'air, 'eau et la nourriture, trois sources
potentielles de contamination pour I’Homme et la faune. De plus, 1’instabilité des cristaux de toxines
Cry (Hung et al., 2016) nécessite bien souvent le renouvellement des traitements. A ce titre I'UE autorise
jusqu' a 8 traitements successifs espacés d’une semaine dont la conséquence est I’accumulation des
spores et donc I’augmentation de la charge bactérienne. D'ailleurs, dés juillet 2013, I'Anses a souligné
le manque d'études sur les effets a long terme des bioinsecticides Bt et sur la probable sous-estimation
de l'implication de Bt dans des TIAC, avis partagé par I'EFSA en 2016 (ANSES Saisine n° 2013-SA-
0039, 2013; EFSA BIOHAZ, 2016). En effet, les analyses microbiologiques effectuées suite a la
survenue de TIAC ne distinguent pas Bt parmi le groupe Bc. Une analyse rétrospective du Laboratoire
de Sécurité des Aliments de 1'Anses sur 250 événements de TIAC imputées au groupe Bc a montré que
Bt était présent dans 20% des TIAC analysées, Bt étant méme le seul germe identifi¢ dans 8% des cas
et correspondait aux souches utilisées en agriculture (Bonis et al., 2021). Ainsi, I'utilisation croissante
de Bt en agriculture, sa présence avérée dans les aliments et la grande capacité de ses spores a
résister aux stress forcent a s'interroger sur le comportement et le devenir des spores de Bf une
fois dans I'intestin et sur les mécanismes de défenses mis en place par I'hote.

La réponse immunitaire innée intestinale est le principal moyen de défenses des organismes
contre les bactéries opportunistes (telles les bactéries du groupe Bc) ingérées avec la nourriture. Cette
réponse est rapide (en moins de 24h) et efficace chez des organismes sains. Par contre elle est
compromise chez des organismes affaiblis, stressés, immunodéprimés, immatures ou agés rendant de
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fait le terrain favorable a I'expression de la pathogénicité des bactéries opportunistes. Cependant, lors
d'épisode de TIAC avec plus de 50 malades (les principaux symptomes étant douleurs abdominales et
diarrhées avec parfois vomissement), I'hypothése d'une réponse immunitaire innée affaiblis chez tous
les patients est peu probable. En effet, ces épisodes de TIAC surviennent en restauration commerciale,
cantines scolaires ou restaurants d’entreprise, ou chaque individu a une histoire de vie et un état
physiologique différent mais avec, en général, une réponse immunitaire innée fonctionnelle. Alors,
comment peut-on expliquer ses événements de TIAC impliquant un grand nombre de malades?

Le projet BtSI2S s'intéresse justement aux interactions biologiques établies entre I'hdte et les
spores du groupe Bc (dont Bt) ingérées avec la nourriture chez des organismes en bonne santé. La
physiologie intestinale est extrémement bien conservée dans le régne animal. Quel que soit I'organisme
(une étoile de mer ou un humain), l'intestin a deux grandes fonctions: la nutrition (digestion des aliments
et absorption des nutriments) et la défense contre les microbes ingérés avec les aliments. Dans ce projet,
l'utilisation de deux modéles animaux, la drosophile (mouche du vinaigre) et la souris, ont permis de
mieux comprendre comment Bt (et plus largement les bactéries du groupe Bc) était a l'origine
d'intoxications alimentaires. Le mod¢le drosophile offre de nombreux outils génétiques, cellulaires et
moléculaires permettant d'identifier les processus physiologiques mis en jeu en présence de Bt dans
l'intestin. De maniére plus générale, ce modele insecte permet de mieux comprendre l'impact que Bt
pourrait avoir sur I'environnement. C'est aussi une étape préalable avant des études chez les mammiféres.
En effet, pour une approche éthique de l'expérimentation animale, les résultats obtenus grace a
l'utilisation de la drosophile permettent de réduire fortement le nombre d'expérimentations chez la
souris.

Alors que la majorité des autres bactéries ingérées avec l'alimentation sont sous formes
végétatives, la particularité des bactéries du groupe Bc est qu'elles sont la plupart du temps ingérées sous
formes de spores. Quand des bactéries végétatives sont ingérées, l'environnement gastrique acide puis
les sels biliaires en tuent la grande majorité. Les bactéries végétatives survivantes vont étre ensuite
rapidement détectées par l'intestin gréle antérieur (le duodénum) et deux mécanismes de défenses
immunitaires vont &tre mis en place pour les combattre: la production d'espéces réactives de 1'oxygene
(ROS) et la production de peptides antimicrobiens (antibiotiques naturels produits par les intestins de
tous les organismes, y compris I'humain). Le projet BtSI2S a permis de montrer que suite a 1'ingestion
de formes végétatives de bactéries du groupe Bc, ces derniéres sont éliminées en moins de 4h sans
déclencher de diarrhées. A l'inverse, le projet a permis de montrer que, chez la drosophile comme chez
la souris, I'ingestion de spores du groupe Be (dont des spores Bt utilisées en agriculture) ne déclenchait
aucune réponse immunitaire (ni production de ROS, ni de peptides antimicrobiens), qu'elle déclenchait
des diarrhées et que les bactéries persistaient jusqu'a 10 jours dans l'intestin. En fait, les spores résistent
a l'acidité de l'intestin et aux sels biliaires. Elles ne sont pas non plus détectées par le systéme
immunitaire innée du duodénum. En conséquence, les spores atteignant la partie postérieure de I'intestin
gréle (le jéjunum et I'lléon) y germent pour donner naissance aux formes végétatives. Hors le jéjunum
et 1'lléon sont dotés d'une réponse immunitaire innée faible car c'est le lieu de résidence de la flore
commensale (du microbiote). Cette réponse immunitaire réduite permet de maintenir sous contrdle le
développement de la flore commensale sans la détruire. A contrario, une réponse immunitaire trop
efficace éliminerait les bactéries bénéfiques du microbiote avec pour conséquence un effet délétére sur
la santé. Cet environnement immunitaire intestinal est donc favorable a la persistance des formes
végétatives des bactéries du groupe Bc et a la production des entérotoxines responsables des symptdmes
diarrhéiques. De plus le projet a permis de montrer que la présence des formes végétatives de Bc/Bt dans
le jéjunum et I'iléon avait une action répressive sur la réponse immunitaire innée intestinale, induisant
ainsi un cercle vicieux favorisant leur persistance. Ainsi, les bactéries du groupe Bc, lorsqu'elles sont
ingérées sous formes de spores, se comportent comme des fantdmes vis-a-vis de la réponse immunitaire
innée du duodénum leur permettant d'atteindre le jéjunum et I'iléon ou elles sont percues comme des
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bactéries de la flore commensale, leur laissant toute liberté de produire des entérotoxines et déclencher
des diarrhées.

Ainsi, les travaux issus de ce projet apportent des explications quant a la survenue de TIAC
incluant un grand nombre d'individus physiologiquement disparates. L'apparition des symptdmes n'est
en rien due a une réponse immunitaire affaiblie chez tous les sujets (individus stressés,
immunodéprimés, agés...) mais a l'ingestion de spores et & leur astucicuse stratégie pour atteindre une
région de l'intestin ou elles pourront se développer et produire leurs entérotoxines. Une question encore
en suspens est: quelle quantité de spores doit étre ingérée pour déclencher une intoxication alimentaire?
Le groupe Bc ne faisant pas l'objet d'un contrdle microbiologique réglementaire en agroalimentaire,
aucune dose maximale n'est imposée dans les aliments. L'Anses préconise quand méme la dose
maximale de 10° spores/g d'aliment. Bon nombres d'entreprises du secteur agroalimentaire se référent a

cette préconisation et ont mis en place des contrdles microbiologiques internes. Cependant, dans le cas
précis des spores de Bt utilisées en agriculture pour traiter les cultures de fruits et Iégumes, il n'y pas de
controle microbiologique car les produits ne sont pas transformés mais vendus crus (brutes) aux
consommateurs. L'agriculture conventionnelle et biologique utilisant les spores de Bt, il est maintenant
nécessaire d'améliorer les pratiques agricoles pour limiter la présence de spores sur les fruits et 1égumes.
Les produits Bt font actuellement 'objet de discussions au sein de la Commission européenne, dans le
cadre de leur demande de ré-approbation, et a ce titre, plusieurs Etats membres plaident pour des
changements dans la réglementation de ces produits. Par exemple, imposer un délai avant récolte apres
traitement et des doses maximales utilisables.

Il y a aussi un biais de perception par les consommateurs des produits issus de 1'agriculture
biologique. L'idée qu'un produit "bio" est forcément "bon pour la santé" est fortement ancrée dans
'opinion publique. Par conséquent, les gens ne lavent pas systématiquement ou soigneusement les fruits
et légumes "bio" avant de les manger, pensant qu’il n'y a pas de traitement phytosanitaire. Les allégations
publicitaires autour du "bio=bon" sont en grande partie responsable de ce biais de perception.
L'agriculture biologique est évidemment plus vertueuse et respectueuse de l'environnement que
l'agriculture conventionnelle. Néanmoins, il est indispensable d'informer le consommateur que
l'agriculture "bio" utilise aussi des produits phytosanitaires (appartenant a la liste des produits de

biocontrdle autorisés en Agriculture Biologique) pour lutter contre les ravageurs et que parmi ces
produits, il y a des bactéries (Bf), des virus ou d'autres microorganismes pouvant avoir des effets
indésirables si ingérés en trop grande quantité par le consommateur. Il y a également deux agricultures
biologiques avec des concepts économiques différents. Il y a I'agriculture "bio" intensive, produisant de
grande quantité de fruits et Iégumes, souvent loin de leur lieu de vente et de consommation. Ce mode
de culture doit étre fortement rentable et utilise donc plus de produits phytosanitaires. Parallélement, il
y a la production "bio" locale, faisant suite a un choix philosophique ou a une prise de conscience de
l'agriculteur. Ce sont en général des exploitations de petites tailles, avec une distribution locale.
L'agriculteur "bio", de par sa prise de conscience, limite de lui-méme le nombre de traitements et la
quantité¢ de produits utilisés. Cette démarche vertueuse est a souligner mais malheureusement la
distinction n'est que trop rarement faite entre le fruit "bio" qui provient d'énormes exploitations a l'autre
bout de la planéte et le fruit "bio" produit par une petite exploitation locale. Quoi qu'il en soit, d'ou que
le produit provienne, qu'il soit "bio" ou pas, le meilleur conseil est de bien laver ses fruits et 1égumes.
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