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AVIS
de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation,
de I’environnement et du travail

relatif a « la création d’un nouveau groupe fonctionnel d’additifs
« décontaminants des aliments pour animaux »

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et
de I'alimentation et a évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d’autre part I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui
scientifique technique nécessaires a I'élaboration des dispositions législatives et réglementaires et a la mise en
ceuvre des mesures de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont rendus publics.

L'Anses a été saisie le 5 février 2014 par la DGCCRF pour évaluer I'impact de la création d'un
nouveau groupe fonctionnel d’additifs « décontaminants des aliments pour animaux ».
La DGCCRF sollicite l'avis de I'Anses sur I'impact de la création de ce nouveau groupe
fonctionnel, sur la santé humaine, la santé animale et pour I'environnement. Elle souhaite en
particulier connaitre I'avis de I’Anses sur :
- l'efficacité qui peut étre attendue de ce type de produit au regard de I'objectif affiché
de diminution de la contamination des aliments pour animaux par des salmonelles ;
- les conséquences envisageables de I'utilisation de ce type de produit en termes de
développement de résistance des micro-organismes nuisibles ;
- limpact pour la santé animale, la santé humaine et I'environnement de ce nouveau
groupe, compte tenu en particulier des autres produits déja utilisés (additifs
conservateurs, biocides,...).

Selon la saisine, a titre d'exemple, les additifs que souhaiteraient voir autoriser les
professionnels comme décontaminants des aliments pour animaux comporteraient le
formaldéhyde, les acides organiques et certaines huiles essentielles.

Lannule et remplace I'avis du 27 juin 2014 non publié (Voir annexe 2)

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail,
27-31 av. du Général Leclerc, 94701 Maisons-Alfort Cedex
Téléphone : + 33 (0)1 49 77 13 50 - Télécopie : + 33 (0)1 49 77 26 26 - www.anses.fr
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1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Les produits de décontamination des aliments pour animaux étaient auparavant intégrés dans
la réglementation relative aux produits biocides, en étant prévus dans le type de produits 202
Ce dernier a été supprimé des types de produits pouvant étre autorisés comme biocides dans le
réglement (UE) n° 528/2012°. Par ailleurs, seuls les additifs ayant une fonction de
conservateurs® sont autorisés en alimentation animale, & I'exclusion des produits ayant une
fonction biocide®.

Il n'est donc pas possible actuellement d’ajouter des produits ayant un effet décontaminant a
des aliments pour animaux, hors du cadre exceptionnel de la gestion des produits non-
conformes dans le cas d’'une alerte.

Suite a la demande de plusieurs fabricants d’additifs pour I'alimentation animale, la Commission
européenne a indiqué qu'elle envisageait de proposer la création d'un nouveau groupe
fonctionnel d'additifs. Ce nouveau groupe, qui appartiendrait a la catégorie des additifs
technologiques, aurait pour fonction de décontaminer les aliments pour animaux. A noter que
les produits utilisés pour désinfecter I'eau potable destinée a la consommation humaine sont
quant a eux couverts par la réglementation relative aux biocides et ne pourront pas étre
autorisés via ce nouveau groupe (Type de produit 5, annexe V du réglement (UE) n° 528/2012).
La saisine ne porte pas sur une évaluation de la sécurité de chacun des produits qui sera
réalisée le cas échéant au cas par cas par 'EFSA, en cas de création du nouveau groupe
fonctionnel.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L'expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’Anses a confié au comité d’experts spécialisé (CES) « Alimentation animale » l'instruction de
cette saisine.

Elle s'est appuyée sur les rapports initiaux de quatre rapporteurs du CES ALAN et d'un
rapporteur du CES BIORISK. L'analyse et les conclusions du CES ont été validées lors du sa
réunion du 13 mai 2014.

La question telle guindiqguée dans la dénomination du groupe fonctionnel d'additif
« décontamination des aliments pour animaux » est trés large : elle a été restreinte dans
I'examen de la saisine a la décontamination des aliments vis-a-vis salmonelles.

L'expertise s’est en outre focalisée sur les produits cités dans la saisine : le formaldéhyde, les
acides organiques et les huiles essentielles. Elle s’est appuyée sur I'analyse de la bibliographie
concernant leur efficacité, leur impact sur la santé animale, la santé humaine et I'environnement
ainsi que les conséquences envisageables de l'utilisation de ce type de produit en termes de
développement de résistance des micro-organismes nuisibles, en particulier les salmonelles.

2 Type de produits 20 : produits de protection pour les denrées alimentaires ou les aliments pour animaux, produits utilisés pour protéger les
denrées alimentaires et les aliments pour animaux par la lutte contre les organismes nuisibles (annexe V de la directive 98/8/CE du Parlement
européen et du Conseil du 16 février 1998 concernant la mise sur le marché des produits biocides. Cette directive a été abrogée par I'article 96
du réglement (UE) n°® 528/2012 du 22 mai 2012

3 Reglement (UE) n° 528/2012 du Parlement Européen et du Conseil du 22 mai 2012 concernant la mise a disposition sur le marché et
['utilisation des produits biocides

4 Protection des aliments pour animaux des altérations dues aux microorganismes ou a leurs métabolites (annexe | du reglement (CE) n°
1831/2003 du 22 septembre modifié

5 Toute substance ou tout mélange, sous la forme dans laquelle il est livré a I'utilisateur, constitué d’une ou plusieurs substances actives, en
contenant ou en générant, qui est destiné a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en prévenir I'action ou a les
combattre de toute autre maniere par une action autre qu’une simple action physique ou mécanique
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3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES

1- Contexte sur la présence de Salmonella

a. Introduction

Salmonella est encore aujourd’hui un agent zoonotique d’intérét majeur dans les filieres de
productions animales. La premiére raison est la part de cette bactérie zoonotique dans les toxi-
infections d’origines alimentaires et particulierement dans leur forme collective (TIAC). La
majorité des TIAC reste en effet associée a Salmonella comme le confirment les programmes
de surveillance épidémiologique. Les vecteurs identifiés sont principalement les produits
animaux et les denrées d’'origine animale (DAOA), notamment d’origine avicole (les ceufs et les
denrées en contenant). Au-dela d’'une préoccupation de santé publique, pour les industriels, la
maitrise de Salmonella est aujourd’hui également considérée comme un indicateur d’assurance
de la qualité des productions de DAOA (Eufs). En effet, a I'absence de la bactérie sur le produit
final, critere de sécurité, vient s’ajouter I'exigence de la démonstration de la maitrise de
Salmonella, en particulier au cours du procédé d'abattage, tant aux Etats-Unis (critéres
maximums dits MEGAREG directive FSIS 10,250.1 du 20 septembre 2013 qui accordent une
tolérance de 7,5% sur les carcasses de volaille et de 8,7% pour celles de porc), qu'en Europe
(réglement (CE) n° 2073/2005 : tolérances en volaille de 4,6%° et en porc de 10%). En Europe,
la maitrise de Salmonella en production primaire (volaille et porc) est imposée par le réglement
(CE) n° 2160/2003. Ce reglement prévoit I'approbation de programmes spécifiques de contrble
établis par les Etats membres et les exploitations des secteurs de I'alimentation humaine et de
I'alimentation animale (article 1°" paragraphe 2, point b).

Au niveau de I'élevage, de nombreuses études ont identifié les conditions de production
favorables a I'absence de la bactérie. La synthése de ces travaux permet de discuter du role de
I'aliment par lui-méme en tant que facteur de risque de présence de Salmonella en élevage. La
fabrication, le mode de distribution, la composition, la forme de l'aliment constituent autant de
pistes a explorer comme leviers spécifiques pour la maitrise de ce pathogéne en élevage. De
plus, l'aliment peut étre le véhicule de différents types d’additifs spécifiques dont les vertus
préventives et/ou curatives vis-a-vis de Salmonella, directement au niveau du tractus digestif,
sont en cours d'étude ou d'évaluation. L'objectif du présent document est restreint a la
discussion de I'opportunité d'utiliser des acides organiques, certaines huiles essentielles ou le
formaldéhyde pour décontaminer des aliments pour animaux et ainsi prévenir I'introduction de
Salmonella par cet intrant incontournable de la production.

b. Quand on parle des Salmonella

Salmonella (genre) est une bactérie de la famille des entérobactéries. Par bien des aspects,
Salmonella présente des caractéres de résistance aux stress environnementaux équivalents a
ceux de E. coli et, par extension, a bien des entérobactéries, ce qui permet de considérer les
informations disponibles pour ces derniéres comme pertinentes pour Salmonella.

S'il existe seulement deux espéces de Salmonella (S. enterica et S. bongori) (Grimont, 2007),
I'espéce Salmonella enterica concentre la majorité des intéréts tant en santé animale qu'en
hygiéne alimentaire. Au sein de cette espéce, six sous-especes sont identifiées, et parmi elles,
la sous-espéce enterica qui est associée a une trés large proportion des cas humains. Le faible
pourcentage restant représente principalement la sous-espéce S. enterica subsp. arizonae, a
fort tropisme pour les animaux exotiques a sang froid et qui a fait son apparition dans les
tableaux des rapports de cas des zoonose a la faveur de I'adoption de ces reptiles en tant que
nouveaux animaux de compagnie (NAC). Lorsqu'on restreint le champ d'investigation a

6 Correspond a 7 échantillons composites de 3 peaux de cou pour 50 échantillons analysés.
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Salmonella enterica subsp. enterica, on ouvre encore cependant la possibilité de rencontrer
plus de 1500 sérovars (Grimont, 2007). A titre d'exemple, les S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.
Infantis font partie de cette subdivision. Si on s'attend, a ce niveau de précision taxonomique, a
retrouver des bactéries trées semblables phénotypiquement, il n'en reste pas moins que certains
de ces sérovars peuvent étre strictement associés a une pathologie animale (S. Choleraesuis,
S. Gallinarum) et n'entrent pas dans le champ d'analyse de la présente étude. D'autres peuvent
étre pathogénes pour de nombreuses espéces animales, y compris I'homme, et sont
considérées comme ubiquistes et particulierement a contrdler dans le cadre qui nous intéresse :
la maitrise des Salmonella depuis I'élevage jusqu'a 'hnomme par voie alimentaire.

La pathogénicité de Salmonella a été plus particulierement étudiée. Certaines revues de la
littérature sur ce sujet relevent, méme au niveau taxonomique qu’est celui du sérovar, la grande
variabilité phénotypique a laquelle les recherches sur Salmonella sont confrontées (Lianou et
Koutsoumani, 2013). Alors, lorsque les acides organiques, huiles essentielles ou formaldéhyde
présenteront des actions trés spécifiques sur des éléments de cette pathogénicité, ils seront
particulierement soulignés en complément des informations issues des indicateurs que sont E.
coli ou des entérobactéries.

c. Réalité de la contamination des aliments pour animaux

Sur une échelle de temps limitée, les sérovars retrouvés dans les matiéres premiéres entrant
dans la composition des aliments pour animaux sont souvent différents de ceux isolés des
animaux de rente (Papadopoulou, 2006 ; Wierup, 2010). Ainsi, pour une année d’analyse en
Suéde (Wierup, 2010), seuls 4 des 38 sérovars isolés sur les aliments font partie des 10
sérovars prédominants chez I'homme. Cette observation est soulignée également dans les
rapports de la FDA aux USA (Li, 2012) qui montrent que seuls 9 des 25 sérovars les plus
fréquemment retrouvés dans les matiéres premiéres ou les aliments pour animaux (cette étude
incluait le pet food) sont les mémes que ceux retrouvés dans les cas humains de salmonellose.

Il n’en reste pas moins que sur 12 années d'analyse, ce sont 79% des sérovars qui sont
communs (Wierup, 2010). De plus, les études anciennes (Clarke, 1973; Lee, 1974)
démontraient des entrées de sérovars exotiques dans la chaine alimentaire par les matiéres
premiéres d’aliment du bétail. Des illustrations plus récentes de ce phénoméne (Hoszowski,
2001) confirment encore le fait que I'aliment reste une source importante d’entrée. Cette réalité
(la contamination de I'aliment et son r6le de pourvoyeur de Salmonella), se révele d’autant plus
dans des contextes de production ou les parametres d’hygiéne sont maitrisés (Davies, 2010).
Sinon, la compétition avec les sérovars endémiques peut dissimuler cette circulation au niveau
de l'alimentation (Alvares et al., 2003 ; Hoszowski, 2002). Dans la mesure ou des programmes
de maitrise spécifiques pour les filieres de production se mettent en place (réglement (CE) n°
2160/2003) au niveau communautaire, une meilleure maitrise des cycles de
contamination/recontamination entre animaux est attendue. Une fois cette derniére atteinte, par
les mesures sanitaires, la lutte contre une entrée de Salmonella par un aliment redevient un
levier prioritaire. L'analyse quantitative du risque confirme cet intérét de maitriser Salmonella
dans l'alimentation des animaux (EFSA, 2010 ; EFSA, 2008).

d. Place de I'aliment dans la contamination ou le maintien de la contamination
des animaux dans un élevage. L’hygiene et la biosécurité

Les filieres « ponte » d’ceufs de consommation ou de reproduction ont été amenées a traiter le
probléeme des Salmonella de facon drastique car cette production a été confrontée dés 1979 a
I'’émergence d'un sérovar trés spécifique et fortement pathogene, Salmonella Enteritidis. Les
approches basées sur I'hygiéne et la biosécurité ont montré un réel succés dans la lutte contre
Salmonella. Les études de prévalence décrivent en 2006 des situations opposées entre Etats
membres, avec des prévalences nationales variant de 0 a 80% de troupeaux positifs (EFSA,
2006). Cette étude souligne la part du « sanitaire » dans le statut des troupeaux vis-a-vis de
Salmonella. En effet, il faut noter que les Etats membres qui se sont dotés de programmes de
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maitrise de Salmonella et les appliquent, présentent des prévalences faibles (EFSA, 2006). Ces
programmes s’appuient sur des protocoles de détection de la contamination trés sensibles, dés
I'étape de sélection génétique, et prévoient en cas de positivité des dispositions allant jusqu’a
I'éradication du troupeau. Certains Etats membres incluent dans leur stratégie de maitrise une
gestion stricte du risque de contamination des la production d’aliments pour animaux associée a
des mesures de biosécurité (Suéde, Finlande) ; ces pays présentent les prévalences nationales
parmi les plus faibles (EFSA, 2006).

Pour les filieres de production de chair, les résultats disponibles sont surtout ceux issus de
travaux de recherche. lls permettent d'établir les facteurs de risques de contamination d'un lot
de poulet par Salmonella avant méme l'arrivée des poussins ou en cours de production (Rose
et al.,, 1999, Rose et al., 2003). Ces facteurs de risque sont trés clairement associés aux
niveaux d’hygiéne et de hiosécurité appliqués. A ce titre, une étude révele que le fait que le
camion fournisseur d'aliment transite dans I'élevage en passant devant le sas sanitaire de
I'élevage est associé a un risque plus élevé (2,7 fois) de statut positif du lot de poulets avant le
départ vers I'abattoir (Rose et al., 1999). En complément, dans cette étude, la présentation de
I'aliment distribué le 1°" jour apparait comme un facteur de risque significatif d’excrétion de
Salmonella par les oiseaux a la fin de la production (1,5 fois plus avec de la farine par rapport a
un aliment granulé). Comme une illustration de la validité de ces résultats, les pays qui ont mis
en place des programmes appliquant ces mesures strictes sont encore les mieux placés dans
les enquétes de prévalence européennes comparatives (Suéde, Finlande et Danemark, EFSA,
2007).

En filiere porcine, les enquétes révélant les facteurs de risque d’excrétion de la bactérie ou de
séroconversion, que ce soit pour des élevages naisseurs, engraisseurs ou multisites, identifient
comme prioritaire, dans une stratégie de maitrise, la mise en place de démarches basées sur
I'hygiéne et la biosécurité : rupture des cycles de recontamination par des étapes de nettoyage
et désinfection efficaces, durée du vide sanitaire, conduite en bandes strictes (Beloeil, 2004 ;
Letellier, 2000). Aujourd’hui, quelques exemples illustrent des succés de maitrise au niveau de
I'élevage par des stratégies volontaristes et intégrées depuis la sélection des futurs
reproducteurs (Ménard, 2009). Dans un élevage naisseur-engraisseur en France, le principal
risque de produire des lots excréteurs de Salmonella avant abattage est l'absence de
préoccupation hygiénique en maternité (Beloeil, 2004). Au-dela du respect des bonnes
pratiques d’hygiéne et de l'application des mesures de biosécurité, I'entrée d'un aliment
contaminé dans I'élevage reste un facteur de risque.

En production porcine, les études épidémiologiques (Smith et al., 2010 ; Beloeil et al., 2004)
complétées par des analyses quantitatives du risque (EFSA, 2010) soulignent également le role
de levier que peut jouer I'alimentation pour contrer Salmonella en élevage. Ainsi, le mode de
distribution, mais aussi la composition de I'aliment ou le nombre de transitions alimentaires sont
a prendre en compte. Une alimentation sous forme de soupe est protectrice (Beloeil et al.,
2004), d'autant plus qu'elle est sous forme fermentée (Joris et al., 2010) (la concentration en
acides gras volatils y est alors importante) et a forte teneur en orge (Smith et al., 2010).

e. Matiéres premiéres plus ou moins contaminées

Dans le contexte de mondialisation des marchés de distribution des matiéres premiéres, les
données des rares pays qui réalisent une surveillance permettent d’avoir une image de la
contamination par Salmonella des matiéres premieres, dépendant des conditions
d’échantillonnage variables en fonction du temps et des pays considérés. Les farines de soja
(14,6%), de colza (10%) et de mais (9%) doivent étre considérées (Wierup, 2010). Les
protéines animales étaient initialement trés concernées (jusqu'a 5% de positif en 1993) ; elles
ne montraient plus en 2006 qu'environ 2,5% de contamination selon les études de
Papadopoulou (Papadopoulou et al., 2009). Cependant, considérant la part de I'incorporation
des farines de viande et d’'os dans l'aliment, leur impact était considéré comme faible par
rapport aux farines de poisson ou de soja (Brooks, 1991). Plus récemment, les données
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recueillies par TEFSA/ECDC (EFSA, 2012) indiquent un faible niveau de contamination des
aliments composés (0,5% sur 10 000 échantillons issus de 16 Etats membres en 2010) et une
contamination stable (1% sur 15 000 échantillons de 15 Etats membres en 2009). L'étude de
Papadopoulou et al. (2009) souligne également une évolution favorable des niveaux de
contamination des matiéres premiéres depuis 1993, avec une diminution réguliére jusqu’en
2008, date a partir de laquelle, selon DEFRA, une augmentation forte et rapide conduit a
retrouver en 2009 les niveaux de contamination qui étaient ceux de 1993 (autour de 5%).
L'analyse EFSA (2012) trouve également une nette augmentation de la contamination des
farines de poissons entre 2009 et 2010 (de 0,7 a 9,1%), (cf. annexe 1). L’approvisionnement en
matieres premiéeres n’'est pas sécurisé vis-a-vis de la contamination par Salmonella.
L'approvisionnement en aliments ne se cantonne pas a la production d’aliments complets en
usine. Une partie de la production est fabriquée a la ferme (FAF). Le risque d’'une présence de
Salmonella dans les aliments FAF était considéré a priori comme faible par les experts (EFSA,
2008), ces derniers recommandaient néanmoins des études pour mieux documenter cette
position. Un travail récent indique au contraire un plus grand risque de présence de Salmonella
dans les aliments FAF par rapport a ceux issus d'installations éloignées de la production :
grandes usines de fabrication d’aliments (Davies et Wales, 2013). Aux USA, un programme de
surveillance existe pour les secteurs de [lalimentation des animaux (FDA Salmonella
assignment program). Le rapport de ce programme indique une prévalence de 5,7% (10/180)
pendant la période 2007-2009, a partir d’échantillons de 200 g (pool de 20 sous-échantillons de
10 g), pour les aliments complets destinés aux animaux de rente, sans distinction d’espece (Li
et al., 2012).

Conclusion

Les informations issues de la surveillance et de la recherche convergent. Toutes espeéeces
confondues, et en tenant compte des spécificités de chaque filiere de production, notamment
pour la difficulté de maitrise des cycles de contamination/recontamination, c’est la maitrise de
I'hygiéne et de la biosécurité qui constitue le levier le plus puissant pour maitriser la présence
de Salmonella chez les animaux en production. Mais, de fagon complémentaire, I'aliment, au
moins en tant qu’intrant obligatoire dans I'élevage, reste une source de contamination,
particuliérement pour un élevage ayant atteint un haut niveau de pratiques sanitaires et de
biosécurité (EFSA, 2010).

2- Efficacité de la décontamination des aliments pour animaux avec les
produits identifiés dans la saisine vis-a-vis du risque Salmonelle en
particulier

a. Concernant les acides organiques

i. Efficacité des différents acides

Les acides organiques sont des acides carboxyliques a chaine carbonée plus ou moins longue.
Il faut noter que les acides sont rarement utilisés seuls, mais plutdt en mélange et sous
différentes formes : solide (sels de calcium, de sodium ou d’'ammonium), liquide ou encore sous
une forme encapsulée pour une libération dans le tube digestif (Wales et al.,, 2013). Cette
derniére étant limitée a des actions chez I'animal ne peut prétendre a un effet décontaminant de
l'aliment.

Les études comparant I'efficacité des acides selon la longueur des chaines carbonées laissent
entendre que Salmonella serait plus sensible aux acides gras a chaine moyenne (MCFA :
medium chain fatty acids), mais les auteurs soulignent qu'il faut bien différencier un effet qui ne
serait que bactériostatique d’'une action bactéricide définitive (Van Immersseel et al., 2003; Van
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Immersseel et al., 2004). L'effet bactéricide est démontré pour des acides en C10 et C12
(Sprong et al., 2001).

Le traitement par des acides peut étre envisagé dans les matiéres premiéres ou dans l'aliment
fini. Le traitement peut étre appliqué par nébulisation ou adsorption a un support inerte pour des
liquides, ou par incorporation sous forme de poudre (sels d’acide). Les quantités incorporées
dépendent du produit et de la forme, mais en général, les taux maximums proposés par les
fabricants d’aliment sont inférieurs a 1%. Au-dela, des probléemes d'appétence, voire
d’oxydation des installations de l'usine d’aliment, sont rapportés (Adams, 1991, cité par Wales
et al., 2013).

ii. Mode d’'action

A pH physiologique, ces molécules participent au métabolisme des bactéries (sources de
carbone et d’énergie) (Clark et Cronan, 2005). Mais a pH bas (en dessous de la valeur du pK,),
ces acides se présentent sous une forme non dissociée. C’est sous cette forme qu'’ils exercent
leur activité antimicrobienne. Cette derniere serait due a la capacité de diffusion au travers des
membranes bactériennes. Dans le cytoplasme, plus alcalin (Kashket, 1987), il y a dissociation
en proton et forme anionique (dite dissociée). La toxicité serait due a I'accumulation des anions,
ce qui expliquerait les acidotolérances différentes observées entre especes (Koyuncu et al.,
2013) ou entre souches bactériennes (Berk et al.,, 2005, Shah et al., 2012). Les formes
anioniques dissociées ne diffusent pas au travers de la membrane, elles s’accumulent dans le
cytoplasme et perturbent ainsi le fonctionnement de la bactérie avec une intensité variable
selon les espéces (Hsiao et Siebert, 1999.). Ces perturbations vont de I'augmentation de la
pression osmotique a des inhibitions plus spécifiques de voies métaboliques (désamination des
acides aminés) (Flythe et Russell, 2006) et de synthése des macromolécules (ADN et
membrane) (Cherrington et al., 1990).

Certaines actions spécifiques des acides organiques sur Salmonella viennent compléter ce
portrait général de la toxicité des acides organiques. Dés 1999, Durant et al ont observé des
changements de concentration en acides gras volatils dans I'environnement de Salmonella qui
étaient associés a une modulation de ses capacités de colonisation des oiseaux. Cette action
s'expliquerait plus spécifiguement par l'inhibition de la transcription des facteurs de régulation
portés par le SPI-1, ilot de pathogénicité de Salmonella qui est mis en ceuvre dés les premieres
étapes de la pathogénicité (Durant et al., 2000).

La variabilité entre especes, voire entre souches de Salmonella (Berk et al., 2005, Shah et al.,
2012, Andino et al.,, 2014), pour la sensibilité des bactéries face a l'action des acides
organiques a été décrite. Un parametre supplémentaire, important & intégrer dans la perception
de l'efficacité d'un traitement par un acide organique a faibles concentrations dans un aliment,
est linduction d’'une acidotolérance de la souche (Rishi et Ricke, 2007). Cette acidotolérance
renforce clairement la résistance de la bactérie a des stress environnementaux subséquents,
incluant la résistance au stress acide de I'estomac (Fratamico et al., 2003; Xu et al., 2008; Shah
et al., 2012). Et méme s'il est suggéré que cette résistance finalement ne donne pas un
avantage significatif lors de co-infections massives avec des souches non adaptées (Calhoun et
Kwon, 2010), dans les conditions observées en production animale, cet avantage peut étre
décisif. De plus, il est suggéré que la concentration iléale en acides organiques va conditionner
la virulence de la bactérie dans l'intestin (Van Immerseel et al., 2004a; Lawhon et al., 2012). La
perturbation par ajout de ces molécules dans 'aliment ou par adaptation de la bactérie doit étre
considérée avant d’attribuer un role favorable aux acides.

iii. Parameétres utilisés pour mesurer leur efficacité et facteurs influengant

En France, l'arrété du 23 avril 2007 de la DGAL (modifié par l'arrété du 31 octobre 2012)
précise que « Les aliments composés distribués aux reproducteurs de l'espéce Gallus gallus
subissent un traitement validé comme garantissant une réduction minimale de la contamination
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microbienne d’entérobactéries de 3 Log UFC/g». Les dispositions du plan HACCP mis en place
dans l'usine doivent permettre de garantir un dénombrement d’entérobactéries inférieur a 10°
UFC/g lors du chargement du camion (seuil de non-conformité) et impose la mise en place de
mesures correctives pour les dénombrements supérieurs a 2 Log UFC/g. Ainsi, on dispose de 2
valeurs cibles pour la qualification d’'un aliment conforme. Si un traitement alternatif aux
traitements physiques devait étre envisagé, ce sont ces criteres d'efficacité qui seraient
considérés.

Au regard de la difficulté de travailler sur un aliment naturellement contaminé a des taux
permettant le dénombrement de Salmonella (EFSA, 2012), on comprend que les études visant
a déterminer les paramétres qui devront étre caractérisés pour qualifier un traitement efficace
contre Salmonella doivent également s’appuyer sur des indicateurs microbiens. Cette démarche
a été retenue dans I'étude commandée par le GERNA (Groupe d'étude et de recherche en
nutrition animale) en 2008. Cette étude confiée a I'Afssa de Ploufragan en collaboration avec
TECALIMAN constituait un test préliminaire pour déterminer les paramétres a optimiser pour
I'incorporation d’acides organiques a des fins de maitrise du risque Salmonella dans
l'alimentation des volailles. Le protocole considérait (originalité de I'étude) un temps de
stockage de l'aliment jusqu’a 72h apres traitement sans réfrigération. Différentes formes d’acide
(sel ou liquide), différentes natures pour les acides poudres (acide formique ou propionique,
tamponnée ou non) ont été incorporées a une concentration de plus de 2% a une forme
d'aliment farine et granulée. L’incorporation d’acide était volontairement importante, l'idée
n'étant pas de montrer I'efficacité du traitement, mais d’observer si des parameétres influaient
sur cette efficacité.

Cette étude montre, 24h aprés application du traitement, une diminution significative de la
concentration en entérobactéries dans I'aliment. Cependant, dans les conditions du test, seules
les formes liquides atteignent les valeurs définies comme criteres d’efficacité du traitement
(pour le formiate). Les formes poudre présentent a 24h une efficacité partielle, mais surtout
transitoire, puisque les dénombrements d’entérobactéries reviennent au niveau de ceux des
contréles (voire plus haut) 48 et 72h apres le traitement. Lorsqu’une forme (ici poudre) présente
une efficacité partielle & 24h, un suivi au-dela de cette date est particulierement important dans
la mesure ou un retour a des dénombrements a pu étre mesuré sans recontamination. Cette
étude ne teste pas l'effet additif voire synergique que pourrait générer la combinaison de
traitement : par exemple I'effet mécanique et thermique de la granulation, complété par une
action chimique présentant un bénéfice partiel ('addition d'acide sous forme de poudre par
exemple). Cette synergie a été suggérée récemment (Xu et al., 2008 ; Amado et al., 2013,) et
déja démontrée sur d'autres supports que l'aliment (Milillo et Ricke, 2010). L’efficacité de
traitements acides 24h et 7 jours aprés addition a été testée pour 11 formulations commerciales
aux concentrations recommandées par les fournisseurs. Des diminutions faibles (maximum 1
Log de réduction) dans 7 cas sur 11 a 24h et 7 jours sont observées. Mais le phénomene de
récupération n’est pas retrouvé dans cette étude qui met en ceuvre des inoculations artificielles
de souches en phases stationnaires, ce qui peut étre limitant dans ce contexte.

La durée entre la fabrication et l'utilisation effective de I'aliment par I'animal doit étre prise en
compte. Dans les conditions de l'expérience GERNA, l'aliment peut étre considéré comme
stable microbiologiquement (conditions témoins) pour la concentration en entérobactéries a
partir de 48 h aprés fabrication. La stabilité apparait plus rapidement pour un aliment granulé
(des 24h). Le délai entre le traitement et la mesure de l'efficacité apparait également dans
I'étude précédemment citée (Wales et al., 2013) : dans 3 cas sur 11, une faible réduction en
entérobactéries (1 Log) n'apparait que 7 jours aprés le traitement.

Ces études confirment l'intérét de considérer l'utilisation d’acides pour la maitrise du risque

Salmonella dans l'alimentation des animaux de rente. L'évaluation des paramétres optimums
pour leur incorporation devrait prendre en compte :

Page 8 sur 26



Avis de I'’Anses
Saisine n°® 2014-SA-0030

¢ la concentration de I'acide (Wales et al., (2013) notent une différence parfois importante
entre les concentrations recommandées par le fabricant et celles nécessaires et
suffisantes pour obtenir un effet, méme partiel) ;

e laforme de I'acide lors de I'incorporation a I'aliment (principalement liquide ou solide) ;

e La température de stockage (Koyuncu et al., 2013) et la durée de vie commerciale de
I'aliment (temps de stockage) (GERNA, Wales et al., 2013) ;

e La nature des matiéres premiéres utilisées est aussi un facteur de variation de I'efficacité
du traitement observé (Koyuncu et al., 2013 ; Wales et al., 2013).

b. Concernant les huiles essentielles

i. Efficacité

La question de l'utilisation des huiles essentielles (HE) comme agents naturels de conservation
a été essentiellement abordée pour les produits alimentaires destinés a la consommation
humaine. Certaines études ont démontré avec succes les applications potentielles des HE afin
de réduire ou de contrdler la présence d’agents pathogénes dans les produits alimentaires, tels
que le lait (Karatzas et al., 2001), le poisson (Mejlholm et Dalgaard 2002), les fruits (Roller et
Seedhar 2002), la viande (Ciani et al., 2000; Tsigarida et al., 2000) et les ceufs (Djenane et al.,
2011). C'est dans ce contexte qu'ont été testés de nombreux extraits d'HE en raison de leurs
propriétés antibactériennes démontrées contre de nombreuses bactéries pathogeéenes,
notamment contre Salmonella. Toutes les études recensées portent sur des tests in vitro, dans
lesquels l'activité antimicrobienne de diverses HE ou de certains de leurs composés
aromatiques vis-a-vis de cultures de différentes souches de Salmonelles (Typhi D1 et G7,
Typhimurium, Paratyphimurium, Enteritidis, Indiana, Cholerasuis) a été évaluée qualitativement
(test de diffusion sur gélose) et/ou quantitativement (détermination des CMI).

Parmi le tres large panel d'HE testé, il semblerait que celles composées majoritairement de
composés phénoliques présentent une plus grande activité contre Salmonella : HE de thym,
d'origan, de sariette, de clous de girofle, de feuilles de cannelle (Dipasqua et al. 2005; Oussalah
et al., 2007; Sokovie et al., 2007; Moussaoui et al., 2009; Roldan et al., 2010; Dobre and
Niculita 2012; Ekren et al., 2013; Miladi et al., 2013). Cependant, cette activité antimicrobienne
est difficile a attribuer & un composé majoritaire particulierement en raison de la complexité
chimique et de la composition variable des HE. Ainsi dans l'essai de Cosentino et al. (1999), si
les HE extraites de quatre especes de thym riches en phénols, notamment en thymol,
présentent une activité antisalmonelle, celle-ci est deux fois moins importante pour I'HE
contenant 46% de thymol et 3% de carvacrol que pour celle renfermant 47% de thymol et 21%
de carvacrol. De méme, dans I'essai de Djenane et al., (2011), l'activité antisalmonelle de I'HE
extraite de I'Eucalyptus (Eucalyptus globulus) composée majoritairement (82%) de 1-8 cinéole
est 8 fois moins importante que celle de la lavande (Lavandula angustifolia) ne contenant
pourtant que 38% de 1-8 cinéole. D'autres études confirment ces observations (Cimanga et al.,
2002; Bozin et al., 2006; Longaray-Delamare et al., 2007). Des études qui se sont intéressées a
I'effet antisalmonelle de composés aromatiques purs, il ressort que les composés phénoliques
sont les plus actifs. Parmi eux, le carvacrol et le thymol sont les plus efficaces, suivis par l'o-
terpinéol et le linalool (Kim et al., 1995; Cosentino et al., 1999; Sokovie et al., 2007; Al Marini et
al., 2013).

ii. Mode d’'action

L'hydrophobicité des HE et de leurs molécules aromatiques constitutives est une caractéristique
importante qui leur permet de s'infiltrer dans la bicouche lipidique de la membrane cellulaire
bactérienne, rendant la structure plus perméable (Knobloch et al., 1986; Sikkema et al., 1994).
Parce que les HE sont composées de plusieurs molécules aromatiques de structures chimigues
différentes, il est probable que leur activité antibactérienne résulte d’'une combinaison de
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plusieurs modes d’action, impliquant différentes cibles cellulaires. Les sites et modes d'action
des HE au niveau de la bactérie sont divers : dégradation de la paroi cellulaire (Thoroski et al.,
1989; Helander et al., 1998), endommagement de la membrane cytoplasmique (Knobloch et al.,
1989; Sikkema et al., 1994; Oosterhaven et al., 1995; Ultee et al., 2000; Ultee et al., 2002),
endommagement des protéines membranaires (Juven et al., 1994; Ultee et al., 1999), relargage
de contenu cellulaire (Oosterhaven et al., 1995; Gustafson et al., 1998; Helander et al., 1998;
Cox et al., 2000; Lambert et al., 2001; Skandamis et al., 2001; Carson et al., 2002; Ultee et al.,
2002), agrégation du cytoplasme (Gustafson et al., 1998) et épuisement de la force proton
motrice (Ultee et al., 1999; Ultee and Smid 2001), conduisant a la mort de la cellule bactérienne
(Denyer and Hugo 1991a).

Généralement, les HE présentant l'activité antibactérienne la plus intense contiennent un
pourcentage élevé de composés phénoliques tels le carvacrol, I'eugénol (2-methoxy-4-(2-
propenyl) phénol) et le thymol (Farag et al., 1989; Thoroski et al., 1989; Cosentino et al., 1999;
Dorman et Deans 2000; Juliano et al., 2000). Il est donc logique de penser que leur mécanisme
d'action serait identique a celui de ces composés phénoliques : endommagement de la
membrane cytoplasmique, perturbant la force proton motrice, le flux d'électrons, le transport
actif et la coagulation du contenu cellulaire (Denyer et Hugo 1991b; Sikkema et al., 1995;
Davidson 1997).

Carvacrol et thymol

Le mode d'action du carvacrol, un des composants majeurs des HE d'origan et de thym, semble
avoir regu prioritairement I'attention des chercheurs. Le carvacrol et le thymol ont des structures
tres semblables, différant seulement par la position du groupement hydroxyle sur le noyau
phénolique. Les deux substances semblent rendre la membrane cellulaire extérieure des
bactéries Gram™ perméable (Lambert et al., 2001). L'altération de sa structure physique
causerait I'expansion et la déstabilisation de la membrane, accroissant la fluidité membranaire
qui, en retour, augmenterait la perméabilité passive (Ultee et al., 2001), notamment a I'ATP.
Cette désagrégation de la membrane peut s'expliquer par la chélation de cations dans la
membrane extérieure puisqu'en présence de chlorure de magnésium cette désagrégation n'a
pas lieu (Helander et al.,, 1998). Juven et al. (1994) en examinant l'effet du thymol sur
Salmonella Typhimurium ont émis I'hypothése que le thymol se lierait aux protéines
membranaires par des liaisons hydrogéene, modifiant ainsi la perméabilité membranaire ; le
thymol se révélant plus actif & pH 5,5 que 6,5 car la non dissociation de la molécule a bas pH,
permettrait une meilleure liaison aux parties hydrophobes des protéines et une meilleure
dissolution dans la phase lipidique.

Carvone, cinnamaldéhyde et y-terpinéne

Contrairement a ce qui a été montré pour E. coli, Streptococcus thermophilus et L. lactis, le
carvone serait inefficace sur la membrane extérieure de Salmonella Typhimurium, n'ayant pas
affecté le pool intracellulaire d'ATP (Helander et al., 1998). Bien que le cinnamaldehyde (3-
phenyl-2-propenal) inhibe la croissance de Salmonella Typhimurium a des concentrations
identiques a celles du carvacrol et du thymol, aucune désagrégation de la membrane extérieure
ou épuisement du pool intracellulaire d'ATP n'ont été notés (Helander et al., 1998). Enfin, le y-
terpineéne ne perturbe pas la croissance de Salmonella Typhimurium (Juven et al., 1994).

Les molécules aromatiques constitutives des HE semblent aussi interagir avec les protéines de
la membrane cytoplasmique (Knobloch et al.,, 1989). On sait que des enzymes comme les
ATPases sont localisées dans la membrane plasmique. En raison de l'accumulation des HE
dans la bicouche lipidique, deux mécanismes possibles ont été envisagés : perturbation des
interactions protéines/lipides membranaires et/ou interaction directe avec la partie hydrophobe
des protéines (Juven et al., 1994; Sikkema et al., 1995; Wendakoon and Sakaguchi 1995; Pol et
al., 2001).
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iii. Paramétres pertinents pour mesurer leur efficacité

La concentration minimale inhibitrice (CMI) est utilisée dans la plupart des études comme un
indicateur de l'activité antibactérienne des HE, bien que sa définition différe d'une publication a
l'autre, ce qui rend difficile la comparaison des résultats entre études. Certaines études font
aussi état de concentration minimale bactéricide (CMB) ou de concentration bactériostatique ou
encore de concentration létale minimale.

La mesure du pouvoir antibactérien des HE est souvent réalisée par la méthode de diffusion de
disque (test de diffusion sur gélose), dans laquelle un disque de papier imbibé d'HE est placé
sur une boite de Pétri contenant un milieu gélosé (agar-agar) inoculé. L'activité antibactérienne
est appréciée par la mesure du diamétre (mm) de la zone claire qui se forme autour du disque,
appelée encore halo d'inhibition. Cette méthode est généralement utilisée comme un outil de
screening et est en général un préalable a la méthode de microdilution permettant d'apprécier la
force de l'activité antibactérienne. Celle-ci peut étre déterminée par dilution de I'HE dans de
I'agar-agar ou un milieu de culture sans gélose. Dans ce dernier cas, la détermination de la
concentration bactérienne se fait par densité optiqgue ou par dénombrement d'unités formant la
colonie. Certains indicateurs colorés peuvent étre ajoutés comme la résazurine (Burt et
Reinders 2003; Mann and Markham 1998; Salvat et al., 2001) ou le chlorure de triphényl-
tétrazolium (Carson et al.,, 1995; Elgayyar et al., 2001; Mourey et Canillac 2002), mais les
résultats obtenus avec ces indicateurs ne sont pas parfaitement corrélés avec les valeurs de
concentration exprimées en CMI.

La rapidité d'obtention de l'effet bactéricide ou la durée de l'effet bactériostatique peut étre
déterminée en établissant une "courbe de survie" permettant de suivre en fonction du temps le
nombre de cellules vivantes restant dans le bouillon aprés addition de I'HE.

Enfin, la désagrégation de la paroi cellulaire bactérienne et la perte de contenu cellulaire
peuvent étre approchées par microscopie électronique a transmission (Burt and Reinders 2003;
Lambert et al., 2001; Skandamis et al., 2001); cette méthode permettant seulement d'avoir une
approche qualitative.

c. Concernant le formaldéhyde

i. Efficacité

Le formaldéhyde ou aldéhyde formique en tant que biocide est largement utilisé pour la
désinfection et la prévention de la (re) contamination des locaux d'élevage (Piérré, 2013) ou
dans les locaux de santé pour la désinfection de matériels chirurgicaux vis-a-vis de différents
pathogenes (Rutala et al., 2008).

L'efficacité du formaldéhyde en tant qu'agent de décontamination vis-a-vis de Salmonella dans
I'alimentation animale a été évaluée par le SCAN (2001). Les différentes matieres premieres
testées, naturellement contaminées (orge, blé, tourteau de colza ou de soja, coprah) et traitées
par incorporation a la teneur de 660 mg de formaldéhyde/kg présentent toutes des niveaux de
contamination en Salmonella en dessous de la limite analytique de détection. Des aliments du
commerce artificiellement contaminés par Salmonella. Typhimurium (10* cfu/g aliment fini) et
traités par incorporation de 600 mg de formaldéhyde/kg d’aliment, ont vu leur contamination
réduite de 2 a 2,5 log, sans décontamination totale. Ce rapport ne traitait pas du risque de
recontamination éventuelle des matiéres premiéres. Le rapport concluait également, qu’en
'absence de données expérimentales sur la réduction de Salmonella chez I'animal ou les
produits animauy, il n'était pas possible de conclure sur I'efficacité globale du formaldéhyde
pour réduire l'infection chez les animaux ou la contamination des denrées.

Dans son avis de 2008, 'EFSA (EFSA Journal (2008) 720, 3-84) concluait que les produits a
base de formaldéhyde a la ‘concentration appropriée’ pouvaient étre efficaces pour réduire la
contamination par Salmonella (et d’autres microorganismes). Ce traitement pouvait également
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permettre de prévenir la recontamination ultérieure des aliments (en dépit de sa volatilité) et
contribuer a la désinfection des équipements industriels utilisés lors de la fabrication des
aliments. L'avis recommandait néanmoins ‘de mener davantage de recherches sur l'efficacité
relative des décontaminants chimiques des aliments pour animaux et sur leur effet sur le statut
sanitaire subséquent au regard de Salmonella des animaux nourris avec des rations d’aliments
traités’.

Des essais réalisés en conditions de terrain aux USA (Wiernusz, 2013) concernant des aliments
pour volaille contaminés artificiellement avec Salmonella Tennesee ou Salmonella Senftenberg
(1.2 & 6 x 10’ cfu/g d’aliment fini) et traités par le formaldéhyde (100 & 300 mg/kg d’aliment) ont
montré une réduction (non quantifiée cependant) de la contamination en Salmonella pendant 21
jours apres la fabrication de I'aliment. Il est a noter que 90% des échantillons d’aliment prélevés
en sortie de mélangeuse restaient positifs a Salmonella durant cette période, probablement du
fait du niveau élevé de contamination initiale.

Des évaluations de l'efficacité du formaldéhyde comme agent de préservation envers différents
microorganismes ont été récemment réalisées (EFSA 2014a, b).

Dans un premier avis (EFSA 2014a) concernant un produit contenant 35% de formaldéhyde et
14% de méthanol et une concentration maximale d’'acide formique de 0,05%, un aliment
commercial pour poulet, préalablement contaminé artificiellement avec différentes souches de
Salmonella (Enteritidis, Typhimurium, Senftenberg, et Montevideo) a des concentrations de 2,3
x 10° & 1 x 10° ufc/g d'aliment fini a été traité, avec des concentrations croissantes de
formaldéhyde (0, 222, 336, 504, 759, 1140 et 1713 mg de formaldéhyde/kg d’aliment).
L'analyse des aliments montre l'absence de Salmonella des 1h aprés I'application de
formaldéhyde et ce, jusqu'a 48h aprés le début de l'application quand les concentrations
appliquées sont supérieures a 759 mg/kg. Cette valeur est supérieure a celle pouvant
engendrer des effets négatifs chez la volaille ou le porc (cf. ci-dessus et l'avis de 'EFSA
(2014a). Les concentrations inférieures a 759 mg/kg contribuent néanmoins a la réduction de
Salmonella, mais I'avis ne précise pas jusqu’a quelles valeurs. Dans ce méme avis, un aliment
commercial pour poulet, préalablement contaminé artificiellement avec 10° ufc/g de Salmonella
Typhimurium a été traité par une concentration unique (1 g/kg aliment) d'une solution de
formaldéhyde (32%). L'analyse des aliments montre une réduction de Salmonella dés la
premiére heure et pendant 48h apres l'initiation du traitement. L’ampleur de la réduction n’est
pas indiquée. L'EFSA conclut qu’entre 200 et 1000 mg/kg, le formaldéhyde peut étre considéré
comme un agent de préservation

Dans un second avis (EFSA 2014b) concernant un produit contenant 37% de formaldéhyde et
14% de méthanol et une concentration maximale d’'acide formique de 0,03%, un aliment
commercial pour poulet et du tourteau de soja, préalablement contaminé artificiellement avec 1
x 10° ufc de Salmonella Typhimurium (associé & Escherichia coli et Enterobacter cloacae), a
été traité par des concentrations croissantes (0, 68, 340, 510 and 680 mg formaldéhyde/kg
aliment). L’'analyse des aliments effectuée avant traitement, puis a 1j, 7j, 30j, 60j et 90j aprés
l'initiation du traitement ne permet pas de montrer une réduction systématique et durable de
Salmonella pour les doses testées. Dans ce second avis, un aliment complémentaire pour
ruminant, préalablement contaminé artificiellement avec 1 x 10* ufc /g de Salmonella
Typhimurium, 1.0 x 10* ufc/g Salmonella Enteritidis (associé a 1.0 x 10° ufc /g Campylobacter
jejuni et 1 x 10° ufc /g Escherichia coli), a été traité par des concentrations croissantes (0, 68,
340 and 680 mg formaldehyde/kg aliment). L’analyse des aliments effectuée avant traitement,
puis 1j, 7j, 30j, 60j et 90j aprées l'initiation du traitement ne permet pas de montrer une réduction
systématique et durable de Salm Typhimurium pour les doses testées. Aucune information
concernant Salmonella Enteritidis n'est présentée. L'EFSA conclut que [lefficacité du
formaldéhyde aux doses testées n’est pas démontrée pour la préservation des aliments vis-a-
vis de Salmonella (ou des autres microorganismes testés, a I'exception d’E coli pour lequel les
doses les plus élevées sont efficaces).
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ii. Mode d’'action

Le formaldéhyde (CH,O) est un composé métaboliquement trés actif dans les réactions
transférant un groupe méthyle (CH3) d’'une molécule a une autre. Ces réactions d’alkylation
s’effectuent essentiellement sur les groupes carboxyle, sulfhydrile et hydroxyle des protéines et
des groupements azotés des bases puriques des acides nucléiques. En conséquence, il induit
I'inhibition du métabolisme, de la synthése d’ADN et de la réplication des microorganismes
sensibles. Il peut aussi s’associer aux glycopeptides des parois cellulaires.

iii. Paramétres pertinents pour mesurer leur efficacité

L'évaluation de l'efficacité d'un traitement anti-salmonelles consiste a caractériser a un instant
donné la diminution de la contamination de Salmonella, exprimée par la réduction du logarithme
de la concentration en salmonelles dans I'aliment par rapport a une situation témoin. Il est usuel
de considérer qu’une réduction de 3 unités log de cette concentration refléte un traitement
efficace.

3- Identification des risques potentiels de ces produits pour la sécurité des
animaux ciblés, des consommateurs, des utilisateurs, de leur
environnement

a. Concernant les acides organigues

Les acides organiques concentrés présentent un danger chimique pour les manipulateurs et la
gestion de ce risque reléve de dispositions de sécurité au travail qui ne sont pas évoquées ici.
Au-dela, concernant I'animal cible, I'aliment fini ne présente pas de risque particulier. Pour
mettre en perspective cette affirmation, il faut se souvenir que les concentrations intestinales
physiologiques en acides gras volatils dans le colon des porcs sont de I'ordre de 2 g/L (Fravalo,
communication personnelle). Une synthese des études pour le propionate a été produite par
'EFSA en 2011 (EFSA, 2011). Des diminutions de performance zootechnique n’apparaissent
que pour des doses supérieures (souvent largement) a 1%. Cette synthése permet de noter que
les volailles semblent sensibles a l'incorporation d'acide au-dela de 10 g/kg d’aliment. Pour le
porc et les ruminants, des dosages jusqu’'a 3% ne semblent pas affecter la croissance des
animaux.

Les acides organiques sont couramment retrouvés dans I'alimentation humaine (EFSA, 2011).
Le probleme de la toxicité pour le consommateur peut étre écarté puisque ce sont des
composés que I'on retrouve en grande quantité dans l'intestin et pour I'environnement, du fait
des fermentations intestinales. L'évaluation du risque pour le consommateur a été réalisée par
'EFSA (EFSA, 2011) et ses conclusions sur ce point sont une absence de préoccupation, tant
pour le consommateur que pour I'environnement, du moins pour l'usage de I'acide propionique.

La question d‘actualité est l'influence de I'introduction d’'un additif alimentaire a I'aliment dans le
but d'en modifier la flore. Les impacts, quand ils sont rapportés, sont aujourd’hui
majoritairement favorables, mais une évaluation particuliere des effets induits au niveau de
I'écologie microbienne digestive de l'animal lui-méme pourra étre envisagée quand les
techniques ad hoc seront disponibles, tant le réle central de la flore intestinale sur la santé du
mammifere émerge dans la littérature scientifique (Berer et Krishnamoorthy, 2012; Goel et al.,
2014) .

b. Concernant les huiles essentielles
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En regle générale, les HE communes ont une toxicité par voie orale faible ou trés faible avec
des DL50 supérieures a 5 g/kg. En ce qui concerne les extraits de Sarriette et d'Origan, la
toxicité est un plus élevée autour des 1,4 g/kg (données observées chez I'animal) (Bruneton,
1999). Chez le rat, la DL50 par voie orale du D-limonéne est de 5g/kg (Hooser, 1990), celle du
thymol de 0,98 g/kg (Budavari et al., 1996) et celle du menthol de 3,18 g/kg (Budavari et al.,
1996). La DL 50 par administration cutanée chez le lapin ou orale chez le rat est comprise pour
I'HE de Melaleuca entre 2 et 5 g/kg (Knight et al., 1994). Quelques exemples montrent que des
solutions concentrées d'HE peuvent étre responsables de toxicité. Ainsi, une utilisation
prolongée des HE a thuyones (Thuya, Absinthe, Sauge officinale) est neurotoxique. Chez la
souris, la DL50 de I'a-thuyone aprés administration intrapéritonéale est estimée a 45 mg/kg et
par voie orale & 134 mg/kg (Hold et al., 2000). L'anéthole peut induire des tremblements de la
face et des membres, une excitation psychique et des lésions hépatiques (Wichtl et Anton
1999). L'HE extrait du romarin est convulsivante et celle de menthol peut inhiber les réflexes et
méme induire une paralysie bulbaire (Wichtl et Anton 1999). Quelques données montrent que
I'eugénol, le menthol et le thymol peuvent causer des irritations de la sphére buccale. Certaines
HE et/ou leurs composants sont connus aussi pour provoquer, par contact, des dermatites
allergiques.

Des composés phénoliques peuvent se retrouver dans le lait de vache, de brebis et de chevre,
dont les phénols simples des HE (Lopez et Lindsay, 1993). Ces composés sont des dérivés
sulfate-, phosphate- ou glucuro-conjugués. lls proviennent de la métabolisation des composés
aromatiques présents dans I'alimentation. Takada et al. (1979) avaient montré que I'organisme
humain était capable de détoxifier le thymol (ingéré a la dose de 0,6 g par kg de poids vif)
puisque celui ci est excrété dans les urines sous forme de thymol glucuronide, thymol sulfate et
thymolhydroquinone sulfate (en petite quantité par rapport aux deux autres). Sur la base des
éléments présentés dans le rapport d'enregistrement du thymol en tant que biopesticide,
I'Agence américaine de Protection Environnementale a conclu a une absence de risque de ce
composé aromatique pour la santé humaine. Une absence de risque a aussi été enregistrée
pour I'HE d'arbre a thé (contenant 45 a 50 % de monoterpénols dont 39 a 41% de terpinéne-4-
ol et 6 a 8% d’alpha-terpinéol) par I'Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire (ARLA,
2014).

Des composés phénoliques peuvent se retrouver dans le lait, dont les phénols simples des HE
(Lopez et Lindsay, 1993 ; tableau 1). Ces composés sont des dérivés sulfate-, phosphate- ou
glucuro-conjugués. lls proviennent de la métabolisation des composés aromatiques présents
dans l'alimentation.

Tableau 1 : Concentration (ppb) des phénols volatiles dans les isolats de lait écrémé de vache, brebis et chévre
(d’aprés Lopez and Lindsay, 1993).

Vache Brebis Chevre
m-crésol 70 50 60
o-crésol 310 6150 2140
p-crésol 70 3610 610
thymol 4 10 20
carvacrol 14 80 220

Le carvacrol est excrété dans les urines du rat et du lapin ; un tiers du thymol ingéré est excrété
inchangé dans les urines du chien, et on n’en détecte pas dans les féces (Scroder et Vollner.,
1932 ; Robbins, 1934 ; cités par Austgulen et al., 1987). Le thymol est retrouvé dans les urines
du lapin, du chien et de 'homme sous forme de glucuronides et de sulfates avec quelques
oxydations sur la partie cyclique (Williams, 1959, cité par Austgulen et al., 1987). Takada et al.
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(1979) confirment I'excrétion du thymol dans les urines du lapin et de 'hnomme sous les formes
suivantes :

- thymol intact chez le lapin recevant ce composé aromatique a la dose de 0,5 g par kg
de poids vif,

- thymol glucuronide, thymol sulfate et thymolhydroquinone sulfate (en petite quantité
par rapport aux deux autres) chez 'hnomme ayant absorbé du thymol a la dose de 0,6 g par kg
de poids vif.

Austgulen et al. (1987) ont montré que le thymol et le carvacrol sont rejetés dans les urines du
rat sous forme conjuguée avec une oxydation sur la chaine aliphatique, 24 heures apres
administration par tube intra gastrique. Certains phénols, infusés dans le rumen de mouton, ne
sont pratiquement pas dégradés : le phénol et I'orcinol se retrouvent intacts dans les urines a 94
et 99% respectivement. D'autres se retrouvent a des taux moins élevés : 55% pour le catéchol,
77% pour le quinol (Martin et al., 1983). En ce qui concerne les monoterpénes oxygénés, Cluff
et al. (1982) avaient émis I'hypothése selon laquelle une grande partie de ces composés
ingérés via la consommation du végétal Artemisia tridentata par le cerf passerait la barriere
ruminale pour gagner la circulation générale puisque seulement 18% de ces molécules
aromatiques consommeées sont retrouvés dans le jus de rumen.

Ainsi, la toxicité des HE est variable en fonction de leur composition, de la voie d'administration
et de I'espéce animale.

Concernant la sécurité pour I'environnement, le rapport de I'ARLA (2014) mentionne que les
nombreux composés aromatiques qui composent une HE sont tous considérés comme tres
volatiles et ayant une faible solubilité dans I'eau (Budaviri et al., 1996).

c. Concernant le formaldéhyde

v Contexte

Dans I'Union européenne (UE), le formaldéhyde est autorisé comme additif technologique en
alimentation animale. Il appartient au groupe fonctionnel des agents de conservation,
preservative en anglais. Il est utilisé comme additif dans les ensilages ou comme agent de
conservation (antimicrobien) dans le lait écrémé destiné a I'alimentation des porcs agés de
moins de 6 mois. La teneur en formaldéhyde autorisée est inférieure a 600 mg/kg d’aliment a
12% d’humidité (< 0,06 %). La réévaluation récente par le comité FEEDAP de I'EFSA du profil
toxicologique de cet additif a fait I'objet de plusieurs avis publiés dans le journal de 'EFSA
(EFSA Journal 2014; 12(2):3561, EFSA Journal 2014; 12(2):3562, EFSA Journal 2014;
12(2):3550) qui font suite a un avis plus ancien (EFSA Journal 2006; 415:1-10) et un rapport de
I'Afssa publié en 2004. Deux de ces avis ont été rédigés a partir d’éléments fournis par deux
pétitionnaires différents complétés par des données issues de la bibliographie. Leurs principales
conclusions sont reprises dans les parties présentées ci-apres.

v' Genese, dégradation et réactivité du formaldéhyde

Le formaldéhyde est aussi un produit issu du métabolisme général (Dhareshwar et Stella,
2008). Il provient du métabolisme du méthanol, d’'acides organiques a trés courte chaine, de
certains acides aminés (sérine, glycine ou méthionine) ou de la choline, ou de la déméthylation
de certains substrats pris en charge par des monooxygénases a cytochrome P-450. Il peut
aussi résulter de la progression de la peroxydation des lipides.

Le métabolisme du formaldéhyde est rapide ; il est catalysé par une alcool déshydrogénase
(ADH5) qui transforme le formaldéhyde en acide formique. L'acide formique peut étre repris
comme précurseur dans la méthylation des nucléotides ou des protéines, ou étre excrété dans
I'urine ou, enfin, oxydé en CO, ensuite exhalé.

En tant que composé réactif présentant des propriétés électrophiles, le formaldéhyde peut
réagir avec des molécules organiques sur des sites nucléophiles, le plus souvent des amines
primaires ou secondaires ou thiols, et ainsi modifier de facon plus ou moins réversible des
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protéines ou des acides nucléigues. Une progression intramoléculaire de I'alkylation modifie de
facon irréversible les macromolécules.

Les teneurs circulantes en formaldéhyde produit de fagcon endogene varient peu entre espéces :
2,2, 2,4, 2,6 mg/L chez le rat, le singe ou 'homme (Heck et al., 1982; 1985; Casanova et al.,
1988) et sont plus faibles chez les bovins, de l'ordre de 0,5 mg/L (Buckley et al., 1988). La
demi-vie du formaldéhyde est estimée a 1,5 min. Ces deux paramétres, concentrations
circulantes et demi-vie, et la nature fortement hydrosoluble du formaldéhyde permettent
d'estimer l'ordre de grandeur des quantités de formaldéhyde éliminées, prioritairement sous
forme de CO,, par un individu de 60 kg : 50 g par jour (EFSA Journal 2014; 12(2):3550).

v/ Sécurité pour I'animal

Les capacités de prise en charge métabolique du formaldéhyde par I'organisme sont élevées et
sont en lien avec une production endogéne significative. Néanmoins, un apport par voie
alimentaire de formaldéhyde ne peut dépasser certaines limites (600 mg de formaldéhyde/kg
d'aliment pour porcelet avec une marge de sécurité de 2,5 et 600 mg/kg pour volaille et caille).
Pour ces deux derniéres catégories, aucune teneur sans effet ne peut étre avancée si I'on tient
compte d'effets négatifs sur les organes de reproduction, méme si ce type de critéres n'est pas
pris en compte dans les études de tolérance.

Chez le veau, aucune étude de tolérance n'a été produite. Une étude ancienne pointe
I'existence de lésions du tractus digestif en lien avec des symptdmes cliniques chez des
animaux nourris avec du lait écrémé contenant du formaldéhyde (Preston et al., 1960).

v/ Sécurité pour les personnels exposés

Du fait de sa réactivité chimique forte, le formaldéhyde est une substance fortement toxique
pour la peau, les yeux, le systeme respiratoire. Outre les propriétés d'irritation de la peau et de
sensibilisation respiratoire, le formaldéhyde est cancérigéne chez I'homme par voie respiratoire.
Les mesures de protection des personnes exposées professionnellement au formaldéhyde par
voie respiratoire ou cutanée s'imposent. L'évolution de la classification de ce produit pourraient
engendrer des restrictions d’utilisation.

v’ Sécurité pour le consommateur

Les valeurs de résidus en formaldéhyde mesurées dans les produits animaux apres
administration orale de formaldéhyde aux espéces cibles sont faiblement augmentées. Les
valeurs absolues en formaldéhyde sont peu élevées dans les tissus ou le lait et ne dépassent
pas 0,3 mg/kg. Une estimation haute de la consommation de formaldéhyde avoisine les 4
mg/jour/personne. Cette valeur ne représente que 0,008% de la quantité éliminée
quotidiennement pour un individu de 60 kg. Aucun risque supplémentaire pour le
consommateur ne peut étre étayé.

v’ Sécurité environnementale

Compte tenu de la stabilité chimique faible du formaldéhyde, et de sa prise en charge
métabolique importante, de l'absence d'accumulation dans les organismes, le formaldéhyde
utilisé comme additif dans les aliments ne pose pas de probléme particulier pour
I'environnement. L'air est le compartiment dans [I'environnement dont les teneurs en
formaldéhyde sont détectables et sont prioritairement d'origine industrielle.
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4- Conseéquences de l'utilisation des produits en termes de développement de
résistance chez Salmonella

a. Concernant les acides organiques

Les bactéries sont capables de s’adapter a un stress acide, qui peut favoriser leur colonisation
chez les animaux. Cependant, cette adaptation au stress est finement régulée (Zgurskaya et al.,
2011) et réversible (Deininger et al., 2011). Il n'existe donc pas de phénomene de résistance
aux acides qui soit acquise et transmissible pour les entérobactéries.

b. Concernant les huiles essentielles

La complexité et le hombre de molécules aromatiques composant une HE semblent pouvoir
limiter les résistances bactériennes, mais aucune donnée ne permet de l'affirmer.

c. Concernant le formaldéhyde

La résistance aux biocides et I'induction de résistance aux anbitiotiques par les biocides ont fait
I'objet de nombreuses revues (DG Sanco 2009 ; DG Sanco 2010). La résistance aux aldéhydes
de facon générale et au formaldéhyde en particulier, a été montrée chez E.coli (Kummerle et
al., 1996), chez Enterobacter gergoviae (Davin-Regli et al., 2006) et Pseudomonas aeruginosa
(Sondossi et al., 1985 ; Ferrarese et al., 2003).

Aux USA, une étude effectuée sur des élevages de pondeuses (Davison et al.,, 2003) pour
lesquels était observée une récurrence des problémes liés a Salmonella Enteritidis, a montré
gu’il n'existait pas de différence de sensibilité, ou de différence de résistance a divers
désinfectants communément utilisés (dont le formaldéhyde) chez les souches de Salmonella
Enteritidis de ces élevages en comparaison d'élevages qui avaient réussi a éliminer cette
bactérie.

Au Danemark, des études effectuées sur 286 élevages de pondeuses (Gradel et al., 2005)
concernant 286 isolats issus de 7 souches de Salmonella ont montré une variabilité inter-
souches importante concernant les CMI au formaldéhyde (et a 4 autres désinfectants). Ces
études ont montré par ailleurs qu’il n’existait pas de relation entre les variations des CMI du
formaldéhyde et la persistance de Salmonella dans ces élevages, ou la fréquence d'utilisation
de ces désinfectants. Par ailleurs, I'adaptation ou la désadaptation de ces souches au
formaldéhyde n’affecte pas les CMI.

Cet ensemble de données suggere qu'il existe peu de résistance au formaldéhyde.

5- Identification des problemes relatifs a la méthodologie de détection

Le premier obstacle a la capacité de mettre en évidence une action bactéricide spécifique a
Salmonella dans un aliment pour animaux est la difficulté de détecter la bactérie dans cette
matrice. D’une part, cette réalité est due a la faible prévalence, méme si cette faible prévalence
(éventuellement quelques cellules dans un silo), représente une réalité tangible en termes de
risque de contamination des animaux de I'élevage, puis de contamination de la chaine
alimentaire. D’autre part, la distribution des Salmonella dans ce support est imaginée non
homogéne avec la présence de structure de type microcolonie dans ce silo. En conséquence,
I’échantillonnage est forcément composite, et la prise d’essai (100 g en France, 200 g aux USA)
est plus importante qu’en hygiéne alimentaire.

Dans l'approche la plus souhaitable, un dénombrement de la bactérie cible (Salmonella) serait
nécessaire pour quantifier la décontamination. Les méthodes normalisées de détection
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(ISO6579, annexe D) et de quantification (approches NPP) ne sont pas validées sensu stricto
pour la matrice aliment pour animaux.

Que ce soit pour quantifier ou détecter une bactérie par une méthode de culture cellulaire,
I'étape préalable est une remise en suspension de I'échantillon dans un milieu de culture. A
cette occasion, la présence d’acides ou d’aldéhyde dans I'échantillon peut provoquer un effet
masquant lors de l'analyse bactériologique (Carrique-Mas et al., 2007), avec le risque
d’apparition de faux négatif et d’erreur par excés en statuant sur I'efficacité d’'un acide pour
lutter contre la bactérie en alimentation animale. Il est important de tenir compte de ce
paramétre, trés fort pour les acides, et d'appliquer les méthodes de culture les plus
conservatrices (dilution importante et rapide dans des volumes importants de milieu de culture
adéquatement tamponné, incluant éventuellement des corrections de pH par des agonistes
(NaOH selon Carrique Mas et al., 2007). Les bactéries présentes dans l'aliment (faible activité
de l'eau, chocs thermique et physique préalables) peuvent étre considérées dans un statut
physiologique compromis, et des approches culturales en double couche de gélose peuvent
alors trouver ici tout leur intérét (Speck et al., 1975).

Comme l'étude GERNA le propose, l'utilisation d'une matiére premiére naturellement et
intensément contaminée permet de constituer un aliment de teneur connue en bactérie cible
dans un état physiologique réaliste. C’est une alternative intéressante. L'usage des
entérobactéries comme indicateur apparait judicieux. Il reste qu'il est particulierement difficile
d’évaluer en conditions rigoureuses le bénéfice d'un traitement de Il'aliment en cours de
fabrication. Alors I'étude de Sauli et al., (2005) est un bon encouragement dans le sens ou elle
établit, par modélisation, que le bénéfice maximum théorique correspond a une réduction de 4
Log pour la contamination en Salmonella dans un lot d’aliment traité (acide plus chaleur). Dans
ces conditions, le pourcentage d’échantillons positifs est nul pour un niveau initial de 34%. Les
parameétres d’utilisation des additifs dans I'aliment doivent étre optimisés pour tendre vers une
efficacité optimum du traitement.

6- Conclusions de I’expertise collective

La maitrise de Salmonella reste une priorité, a la fois du point de vue de la santé publique et de
celui des industriels des filieres de productions de denrées d’origine animale, avec des enjeux
de conformité aux évolutions réglementaires. Cette nécessité se traduit par la mise en place de
programmes de surveillance et de maitrise intégrés de la ferme a la table, particulierement
organisée et planifiée en Europe depuis 2003. Quelles que soient les améliorations disponibles
pour l'abattage et la transformation, la volonté de se rapprocher du risque minimum demande
une part importante de la maitrise deés I'élevage. Les mesures les plus performantes sont liées
aux progres en matiére d’application des mesures de biosécurité et d’hygiene. C’est la maitrise
de I'hygiéne et de la biosécurité qui constitue le levier le plus puissant pour maitriser la
présence de Salmonella chez les animaux en production. Mais, de facon complémentaire,
l'aliment, au moins en tant qu'intrant obligatoire dans [I'élevage, reste une source de
contamination potentielle, particulierement pour un élevage ayant atteint un haut niveau de
pratiques sanitaires et de biosécurité.

- Concernant les acides organigues

Les acides organiques font partie des additifs alimentaires qui ont un effet bactéricide sur
Salmonella in situ lors de la production d’aliment du bétail. La démonstration de I'efficacité de la
décontamination (et pas d’'un effet bactériostatique) peut étre envisagée tant sur les matieres
premiéres (éventuellement les plus a risque) que sur l'aliment complet. Cette démonstration
nécessite de considérer les nombreux parameétres qui influencent l'efficacité des acides. Il
faudrait également tenir compte des contraintes liées aux méthodes de laboratoire utilisées, en
particulier pour les risques de masquage des salmonelles par ces produits. Pour démontrer
I'efficacité d'un traitement par un additif & base d'acides organiques, la procédure devra
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particulierement tenir compte de la durée possible de stockage de I'aliment. Aucune résistance
aux acides, acquise et transmissible pour les entérobactéries n'a été mise en évidence a I'’heure
actuelle.

- Concernant les huiles essentielles

Aucune étude n'a été consacrée a l'effet des huiles essentielles ou de leurs composés
aromatiques principaux sur des aliments pour animaux, naturellement ou artificiellement
contaminés par Salmonella. En I'absence de données, il n'est donc pas possible, pour l'instant,
de se prononcer sur le classement des huiles essentielles dans une nouvelle catégorie
"décontaminants biologiques". Cependant, au regard de leurs effets sur les aliments destinés a
la consommation humaine, elles présentent un intérét potentiel. Des recherches sont
indispensables pour évaluer [efficacité des huiles essentielles en tant qu'agents de
décontamination microbienne des aliments pour animaux.

- Concernant le formaldéhyde

Aux doses comprises entre 200 et 1000 mg/kg, le formaldéhyde associé au méthanol présente
une efficacité certaine pour la décontamination des aliments pour animaux vis-a-vis des
salmonelles. Néanmoins, certaines études ont montré la possibilité qu’aurait le formaldéhyde de
masquer la présence de salmonelles dans l'aliment. Par ailleurs, quand les teneurs en
formaldéhyde dépassent 600 mg/kg dans les aliments, les performances zootechniques de
certaines especes sont altérées. Le formaldéhyde ne semble pas induire de résistance chez les
salmonelles.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
endosse les conclusions du CES « Alimentation animale ».

Conformément a la demande, le traitement de la présente saisine ne porte pas sur I'évaluation
de la sécurité d'additifs spécifiques, qui seraient utilisés aux fins de décontaminants des
aliments pour animaux. La mise en ceuvre de ces substances devra faire l'objet d'une
évaluation approfondie, prenant en compte I'ensemble des corpus réglementaires en vigueur.
On rappellera en particulier que, conformément au Code du Travail, la mise en ceuvre de
I'ensemble des substances classées 1A ou 1B, a I'exemple du formaldéhyde, doivent faire
I'objet d’'une recherche de substitution systématique, afin de prévenir et limiter I'exposition des
personnes concernées.

Marc Mortureux

MOTS-CLES

Alimentation animale, additif, salmonelle, acide, formaldéhyde, huiles essentielles, biocide
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ANNEXE(S)
Annexe 1

De EFSA Journal 2012;10(3):2597

Table SA28. Salmonella in animal and vegetable derived feed material, 2008-2010

EOR 2010 2009 2008
N | % pos N % pos | N | % pos
Fish meal 1,818 9.1 1,362 0.7 1,688 2.1
Meat and bone meal 5436 0.6 6,015 14 8,399 1.0
Cereals ' 3,035 09 3,633 04 5262 0.2
Qil seeds and products 11,683 15 10,720 13 18,786 18

Note: Data are presented only for sample sizes 225,

De Papadoupouloet al 2009

TABLE 3: Distribution of Salmonella serovars of designated EU public health significance in
animal feedingstuffs in Great Britain in 1987 to 2006

Sarovar
§ Enteritidis § Typhirurium S Hadar S Infantis S Wirchow

Ingredients
Barley
Cocoa
Fishrmeal
Linsead
Meat and bone meal
Maize
Oats
Palm kerriel
Rape
Saya
Rice bran
sunflower
Vi heat
Cottan
Protein
Environment
Unspecified
Tota

Compound feed for
Poultry
Cattle
Sheep
Pigs
Unspecified
Total
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Annexe 2

Suivi des actualisations de lI'avis

Date

Version

Page

Description des modifications

27/06/2014

01

Premiére version

16/09/2014

02

P5

PS5

P7

Remplacement de la phrase :

« Certains Etats membres incluent dans leur stratégie de
malitrise une gestion stricte du risque de contamination des la
production d'aliments pour animaux (Suéde, Finlande) ; ces pays
présentent les prévalences nationales les plus faibles »

par

« Certains Etats membres incluent dans leur stratégie de
maitrise une gestion stricte du risque de contamination dés la
production d’aliments pour animaux associée a des mesures de
biosécurité (Suéde, Finlande) ; ces pays présentent les
prévalences nationales parmi les plus faibles »

Remplacement de la phrase :

« Dans le contexte de mondialisation des marchés de distribution
des matiéres premiéres, les données des rares pays qui réalisent
une surveillance permettent d’avoir une bonne image de la
contamination par Salmonella des matiéres premieres»

par

« Dans le contexte de mondialisation des marchés de distribution
des matiéres premiéres, les données des rares pays qui réalisent
une surveillance permettent d’avoir une image de la
contamination par Salmonella des matiéres premieres,
dépendant des conditions d’échantillonnage variables en fonction
du temps et des pays considérés »

Remplacement du titre :

« Parameétres pertinents utilisés pour mesurer leur efficacité et
facteurs influencant »

par

« Paramétres utilisés pour mesurer leur efficacité et facteurs
influencant »
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