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AVIS

de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail
relatif a une demande d’autorisation d’introduction dans I’environnement
d’un macro-organisme non indigéne utile aux végétaux

Souche non indigéne de Heterorhabditis bacteriophora
Demande déposée par la société BIOLINE AGROSCIENCES FRANCE.

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de I'environnement et du travail a notamment pour

mission [I'évaluation des dossiers de produits phytopharmaceutiques et de demande d’introduction dans

I’environnement de macro-organismes utilisés dans le cadre de la lutte autocide ou d’autres macro-organismes non

indigénes utiles aux végétaux. Les avis formulés par 'agence comprennent :

- L’évaluation des risques que [Iutilisation de ces produits peut présenter pour I'homme, I'animal ou
I'environnement ;

- L’évaluation de leur efficacité et de 'absence d’effets inacceptables sur les végétaux et produits végétaux ainsi
que celle de leurs autres bénéfices éventuels ;

- Une synthese de ces évaluations, assortie de recommandations portant notamment sur leurs conditions
d’emploi.

PRESENTATION DE LA DEMANDE

Dans le cadre des dispositions prévues par l'article L 258-1 et 2 du code rural et de la péche maritime,
et du décret n° 2012-140 du 30 janvier 20121, I'entrée sur le territoire et lintroduction dans
I'environnement de macro-organismes utilisés dans le cadre de la lutte autocide ou d’autres macro-
organismes non indigénes utiles aux végétaux sont soumises a autorisation préalable des ministres
chargés de l'agriculture et de I'environnement, sur la base d'une analyse du risque phytosanitaire et
environnemental que cet organisme peut présenter.

L'Agence a accusé réception le 23 janvier 2025 d’'une demande d’autorisation d’introduction dans
I'environnement d’une souche non indigéne du macro-organisme Heterorhabditis bacteriophora Poinar,
1976, un nématode entomopathogéne, de la part de la société BIOLINE AGROSCIENCES FRANCE.
Conformément au code rural et de la péche maritime, l'avis de I'Anses est requis.

Le présent avis porte sur I'évaluation des risques sanitaire, phytosanitaire et environnemental et des
bénéfices lies a l'introduction dans I'environnement d’'une souche non indigéne du macro-organisme
Heterorhabditis bacteriophora dans le cadre d’'une lutte biologique augmentative, inondative ou
inoculative, ciblant des larves de coléoptéres et de |épidoptéres ravageurs en cultures sous abri et de
plein champ.

Il est fondé sur I'examen par I'Agence du dossier de demande déposé par BIOLINE AGROSCIENCES
FRANCE pour ce macro-organisme, conformément aux dispositions du décret n° 2012-140 du 30
janvier 2012 et a 'annexe Il de l'arrété du 28 juin 20122 relatifs a la constitution du dossier technique.

Décret no 2012-140 du 30 janvier 2012 relatif aux conditions d’autorisation d’entrée sur le territoire et d’introduction dans
I'environnement de macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux, notamment dans le cadre de la lutte biologique.
Arrété du 28 juin 2012 relatif aux demandes d’autorisation d’entrée sur le territoire et d’introduction dans I'environnement de
macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux, notamment dans le cadre de la lutte biologique (JORF N°0151 du 30
juin 2012 page 10790).
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Les territoires concernés par cette demande d’introduction dans I'environnement sont la France
métropolitaine continentale et la Corse.

ORGANISATION DE L’EXPERTISE

Les données prises en compte sont celles qui ont été jugées valides par 'Anses. L’avis présente une
synthése des éléments scientifiques essentiels qui conduisent aux recommandations émises par
I’Agence et n’a pas pour objet de retracer de fagon exhaustive les travaux d’évaluation menés par
I’Agence.

L’Anses rappelle quun « guide relatif a I'évaluation des dossiers de demande d’autorisation
d’introduction dans I'environnement de macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux® » a été
publié. Ce document précise les éléments a faire figurer dans les dossiers de demandes d’autorisation
d’introduction dans I'environnement.

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) ».

Une analyse de l'incertitude selon un guide de '’Anses* a été conduite.

L’expertise reléve du domaine de compétences du comité d’experts spécialisé (CES) « Substances et
produits phytopharmaceutiques, biocontréle ». L’Anses a confié I'expertise au groupe de travail « Macro-
organismes utiles aux végétaux ». Le résultat de cette expertise a été présenté au CES ; le présent avis
a été adopté par le CES réuni le 03/02/2026.

L’Anses prend en compte les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au
long des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont publiées sur le site internet de I'Anses (www.anses.fr).

SYNTHESE DE L’EVALUATION

CARACTERISTIQUES DU MACRO-ORGANISME

Identification taxonomique du macro-organisme et méthodes d’identification
En I'état des connaissances, la taxonomie est la suivante :

Embranchement : Nematoda

Classe : Secernentea

Ordre : Rhabditida

Famille : Heterorhabditidae

Genre : Heterorhabditis

Espéce : Heterorhabditis bacteriophora Poinar, 1976

Synonymes : Heterorhabditis heliothidis, Heterorhabditis argentinensis (Stock et Hunt, 2005).

L’identité du macro-organisme objet de la demande a été confirmée par un certificat d’identification
moléculaire sur la base d’analyses réalisées par une entité scientifique et technique reconnue.

3 Guide-relatif-autorisation-introduction-macro-organismes
4 Anses 2023. Guide méthodologique pour la planification des expertises, I'analyse d'incertitude, la revue de la littérature et
I’évaluation du poids des preuves.

page 2/ 22


http://www.anses.fr/
https://www.anses.fr/sites/default/files/Guide-relatif-autorisation-introduction-macro-organismes.pdf

Anses — dossier n° MO24-018 -
Heterorhabditis bacteriophora

Les nématodes entomopathogénes vivent en symbiose avec des bactéries responsables de l‘activité
entomopathogéne. Il existe une grande diversité de complexes « nématode-bactérie », associés a des
pouvoirs pathogenes variés (Griffin et al., 2005 ; Tobias et al., 2018 ; Stock et Hazir, 2025). Deux
« entités taxonomiques » de bactérie, historiquement nommées Photorhabdus Iluminescens et
Photorhadbus temperata, sont capables de vivre en symbiose avec H. bacteriophora (Griffin et al.,
2005). Ces deux entités ont longtemps été considérées comme deux espéces présentant chacune un
grand nombre de sous-espéces (Fisher-Le Saux et al., 1999). Des travaux récents suggérent toutefois
d’élever chacune de ces sous-espéces au rang d’espéce (Machado et al., 2018). H. bacteriophora est
donc capable de vivre en symbiose avec des souches de plusieurs especes du genre Photorhabdus
telles que P. caribbeanensis, P. kayaii, P. khanii, P. kleinii, P. laumondii, P. luminescens, P. temperata
et P. thracensis (Azar et al., 2025 ; Kazimierczak et al., 2017 ; Ogaya et al., 2024 ; Puza et Machado,
2024). Au sein de I'espéce P. laumondii, les sous-especes P. laumondii subsp. laumondii et P. laumondii
subsp. clarkei seraient frequemment associées a plusieurs espéces du genre Heterorhabditis dont H.
bacteriophora (Puza et Machado, 2024).

Le demandeur indique que la bactérie symbiotique associée au macro-organisme objet de la demande
est P. laumondii subsp. laumondii (classification de Machado et al., 2018). L’identité de la bactérie a été
confirmée par un certificat d’identification moléculaire sur la base d’analyses réalisées par une entité
scientifique et technique reconnue.

Aucune source d’incertitude relative a I'identification du macro-organisme objet de la demande ou a
l'identification de sa bactérie symbiotique n’a été identifiée. En effet, H. bacteriophora et P. laumondii
subsp. laumondii sont bien connues et de nombreuses ressources (clés d’identification, séquences
moléculaires de référence) sont disponibles pour ces especes.

Conformément a I'article 4 de I'arrété du 28 juin 2012, un échantillon d’individus de référence devra étre
déposé au Centre de Biologie et de Gestion des Populations (CBGP).

Description, biologie, écologie, origine et répartition du macro-organisme
Heterorhabditis bacteriophora est un nématode entomopathogéne strictement inféodé au sol, parasite
obligatoire de nombreuses espéces d’insectes (Puza et Machado, 2024).

Dans un premier temps, les larves de troisiéme stade, appelées juvéniles infectieux (JI), pénétrent leur
héte via ses orifices naturels (Alwaneen et al, 2024 ; Bobardt et al., 2020). Ces nématodes de troisiéme
stade, abritant des bactéries symbiotiques dans leur intestin, les libérent alors progressivement dans
I’'hémocoele de leur héte (Bobardt et al., 2020 ; Puza et Machado, 2024). La production d’enzymes et
de composés immunosuppresseurs par le nématode et son symbionte provoque généralement la mort
de l'insecte en 24 a 48 heures (Kenney et al., 2019 ; Puza et Machado, 2024). Aprés un premier stade
adulte hermaphrodite, 2 a 3 générations sexuées se succéderont dans I'héte jusqu’a épuisement des
ressources (Alwaneen et al, 2024 ; Claeys et al., 2025). Sept a 14 jours apres le début de l'infection, les
nématodes de la derniére génération se réassocient avec leur symbionte puis quittent le cadavre de
l'insecte, a la recherche d’un nouvel hote (Griffin et al., 2005 ; Puza et Machado, 2024).

En I'absence d’hbte, le nématode ne pourrait survivre que quelques semaines dans le sol (Ogaya et al.,
2024). Par ailleurs, une conservation prolongée des juvéniles infectieux de H. bacteriophora aboutirait
a une disparition progressive des bactéries symbiotiques (Photorhabdus sp.) au sein de leur appareil
digestif, diminuant alors leur pouvoir pathogéne (Claeys et al., 2025).

Il est a noter que les bactéries du genre Photorhabdus, dont P. laumondii, n'ont jamais été isolées en
dehors de nématodes ou d’insectes infectés. Ces bactéries ne seraient donc pas en mesure de vivre
seules dans le sol (Lewis et Grewal, 2005).

Des études récentes ont identifié d’autres bactéries symbiotiques entomopathogenes chez des espéces
des genres Steinernema et Heterorhabditis, dont H. bacteriophora (Liao et al., 2017 ; Ogier et al., 2020 ;
Ogier et al., 2023). Ces bactéries ne sont toutefois pas obligatoires et ne joueraient qu’un réle mineur
dans la pathogénicité du macro-organisme, en comparaison au symbionte principal (Liao et al., 2025).
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Les especes du genre Heterorhabditis sont historiquement présentes sur tous les continents habitables.
L’espéce H. bacteriophora a, par exemple, été signalée en Afrique du Sud (De Waal, 2008), Argentine
(De Doucet et al., 1999), Australie (Akhurst, 1987), Chine (Akhurst, 1987), Corée (Choo et al, 1995), en
Ethiopie (Mekete et al., 2005), Israél (Glazer et al., 1993), Iran (Eivazian Kary et al., 2009) et aux Etats-
Unis (Poinar et Georgis, 1990). En Europe, cette espéce a été isolée en Allemagne (Glare et al., 1993 ;
Kallgvist et al., 2014), en Croatie (Maji¢ et al., 2019), en Espagne (De Doucet et Gabbara,1994), en
France (Emelianoff et al., 2008), en Hongrie (Kallgvist et al., 2014), en ltalie (Akhurst, 1987 ; Glazer et
al., 2022), en Moldavie (Kallqvist et al., 2014), au Portugal (Acores) (Garriga et al., 2024), au Royaume-
Uni (Ansari et al., 2008a), en Suisse (Kallqvist et al., 2014) ainsi qu’en Slovénie (Laznik et al., 2009 ;
Laznik et al., 2012).

En France, des échantillonnages conduits dans les départements du Gard et de I’'Hérault ont montré
que le nématode était localement associé a deux espéces de Photorhabdus : P. kayaii (P. luminescens
subsp. kayaii selon I'ancienne classification) et P. laumondii (P. luminescens subsp. laumondii selon
I'ancienne classification) (Emelianoff et al., 2008).

En I'état actuel des connaissances, I'espece H. bacteriophora est donc considérée comme indigéne de
la France métropolitaine continentale. Compte-tenu de son aire de répartition, elle est trés probablement
indigene de la Corse (Jean-Claude Ogier, com. pers., 2026).

L’espéce serait commercialisée depuis 1984 dans plusieurs pays européens, notamment I'Allemagne,
I'Autriche, la Belgique, la France, I'ltalie, les Pays-Bas, la Slovénie et la Suisse (OEPP/EPPO, 2021).

Diverses souches ont par ailleurs déja été introduites en France métropolitaine continentale et en Corse
d’aprés les données figurant dans I'avis de 'Anses du 1er Aot 201453 (saisine 2012-SA-0221) et d’aprés
l'arrété du 26 février 2015°. A noter qu’une autre souche de H. bacteriophora a été autorisée en 2021
pour une introduction en France métropolitaine continentale.

L’espéce est par ailleurs inscrite a 'annexe 1 du standard EPPO PM 6/3 (5) “Biological control agents
safely used in the EPPO region” (EPPO/OEPP, 2021).

L’origine et la date de collecte de la souche a 'origine de I'élevage ont été décrites. La localisation de
I'élevage a également été précisée. Le demandeur a déclaré qu’aucun apport de nouveaux individus («
rafraichissement génétique ») dans I'élevage n’est envisagé.

Utilisation et cible du macro-organisme

Ce macro-organisme sera introduit dans le cadre d’'une lutte biologique augmentative, inondative ou
inoculative, ciblant les larves de coléoptéres et de Iépidoptéres ravageurs en cultures sous abri et de
plein champ :

- Larves de hannetons (Amphimallon solstitialis, Hoplia sp., Melolontha sp., Phyllopertha horticola,
Polyphylla fullo) en cultures légumiéres, fruitiéres, ornementales ainsi que sur plantes
médicinales et sur gazons ;

- Larves du balanin des noisettes (Curculio nucum) en arboriculture fruitiére ;

- Larves d’otiorhynques (Otiorhynchus sp.) en cultures légumiéres, fruitiéres, ornementales ainsi
que sur plantes médicinales et sur gazons ;

- Larves d’hépiales (Hepialus sp. dont Hepialus lupulinus, Pharmacis sp.) en cultures légumiéres,
ornementales ainsi que sur plantes médicinales.

Il convient de noter que les espéces du genre Hoplia (Coleoptera) ne sont pas répertoriées comme
ravageurs dans le Catalogue des usages phytopharmaceutiques” frangais.

5 Avis de I'Anses du 1er Aolt 2014 relatif & une demande d’évaluation simplifiée du risque phytosanitaire et environnemental
pour actualiser la liste de macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux présentée dans 'avis 2012-SA-0221 du 2
avril 2013.

6 Arrété du 26 février 2015 établissant la liste des macro-organismes non indigénes utiles aux végétaux, notamment dans le
cadre de la lutte biologique dispensés de demande d’autorisation d’entrée sur un territoire et d’introduction dans
I'environnement.

7 Catalogue national des produits phytopharmaceutiques, Instruction technique DGAL/SDSPV/2023-508, 03/08/2023, 622p.
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Controle de la qualité du produit
Les coordonnées du producteur, le nom commercial, la formulation, la composition du produit et les
modalités d’étiquetage ont été décrits.

Les procédures relatives au contrdle qualité ont été décrites. Les nématodes étant généralement
difficiles a discriminer sans analyse moléculaire, des mesures appropriées doivent étre mises en ceuvre
afin d’éviter d’éventuelles contaminations par d’autres espéces de nématodes et d’assurer la qualité du
produit commercialisé ainsi que lidentité du macro-organisme introduit. Des mesures appropriées
doivent également étre mises en ceuvre afin d’assurer la présence et I'identité de la bactérie introduite
avec le macro-organisme objet de la demande et de confirmer la réassociation entre les deux
partenaires.

Par ailleurs, la fréquence de contrdle de I'identité du macro-organisme et de sa bactérie symbiotique a
été renseignée. Les contrdles des identités du macro-organisme et de son symbionte devraient étre
réalisés par analyse moléculaire.

Enfin, le demandeur a déclaré qu’aucun apport de nouveaux individus (« rafraichissement génétique »)
dans I'élevage n’est envisagé. Néanmoins, si de nouveaux individus de la méme origine venaient a étre
apportés au sein de I'élevage, il conviendra que le demandeur réalise (i) une identification moléculaire
des nouveaux individus et de leur symbionte (P. laumondii subsp. laumondii) a chaque éventuel nouvel
apport et (ii) trace le nombre d’individus apportés.

EVALUATION DES RISQUES ET DES BENEFICES LIES A L'INTRODUCTION DU MACRO-ORGANISME DANS
L’ENVIRONNEMENT

Etablissement et dispersion du macro-organisme dans I’environnement

Etablissement :

L’espéce H. bacteriophora peut étre considérée comme indigéne de la France métropolitaine
continentale et de la Corse. Par ailleurs, des échantillonnages conduits dans les départements du Gard
et de I'Hérault ont montré que le nématode était localement associé a deux espéces de Photorhabdus
dont P. laumondii (Emelianoff et al., 2008).

Il convient toutefois de noter que les nématodes entomopathogénes présentent une sensibilité accrue
aux conditions pédoclimatiques (température, humidité, pH, salinité, teneur en oxygéne...) (Helmberger
et al., 2017 ; Leij, 1995 ; Fatimah et al., 2025). Des souches appliquées dans des sols présentant des
caractéristiques différentes de leur environnement d’origine auraient donc une faible probabilité de
survie, par ailleurs variable selon les souches (Leij, 1995 ; Smits, 1996). D’aprés une étude sur la
persistence des nématodes entomopathogénes dans le sol, moins de 1% des populations initiales serait
encore présent 6 semaines aprés application (Smits, 1996). Un essai sur une souche commerciale de
H. bacteriophora a toutefois montré que le nématode pouvait survivre plusieurs mois dans des sols
agricoles en cas de conditions favorables (présence continue d’hbtes, absence de prédateurs...)
(Susurluk et Ehlers, 2008).

D’aprés les informations fournies par le demandeur, le macro-organisme objet de la demande a été
prélevé dans une localité caractérisée par une altitude élevée (> 2000 metres) et un climat tempéré aux
étés doux (climat méditerranéen de type Csb® ou climat océanique de type Cfb selon les différentes
sources disponibles). Ces deux types de climat couvrent une grande partie de la France métropolitaine,
a l'exception du littoral méditerranéen (Dubreuil, 2022 ; Strohmenger et al., 2024). Le lieu de
prélévement correspondrait a un sol cultivé riche en roches volcaniques (basaltes, phonolites). Des sols
présentant des compositions similaires sont présents dans plusieurs régions de France métropolitaine
telles que le Massif central, les Vosges et le nord de la Corse (Bialkowski et al., 2021).

Des risques d’hybridation entre des souches de H. bacteriophora autochtones et des souches exotiques
sont par ailleurs tout a fait possibles, mais sont difficiles a évaluer.

8 D’apres la classification de Koppen.
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La probabilité d’établissement du macro-organisme objet de la demande est donc considérée comme
faible (incertitude forte : surestimation ou sous-estimation de la probabilité). Cette incertitude est liée au
fait que (i) 'analyse repose sur une comparaison qualitative entre les conditions environnementales du
lieu de prélévement des individus a l'origine de la souche et des conditions environnementales
frangaises et (ii) il existe un risque non quantifiable d’hybridation entre le macro-organisme introduit et
les souches autochtones de I'espéce.

Dispersion :
Les nématodes entomopathogénes ont, a I'échelle individuelle, une trés faible capacité de déplacement.

Il convient toutefois de noter que H. bacteriophora se déplace activement pour rechercher des hétes
(nématode « cruiser ») contrairement a d’autres espéces de nématodes attendant le passage d’un héte
a leur proximité (nématodes « ambusher ») (Bal et al., 2014 ; Grewal et al., 1994 ; Lacey et al., 2001,
Slusher et al., 2024).

Des études conduites en laboratoire sur H. bacteriophora rendent compte de déplacements verticaux
et horizontaux tres limités. Des mouvements de quelques centimetres (7 a 8 cm) ont été observés en
24 heures en conditions favorables (température du sol de 18 a 24°C, présence d’hdtes ou d’extrait
d’hétes infectés) (Lacey et al., 2001 ; Susurluk, 2008 ; Wu et al., 2018). Une étude conduite en parcelle
de luzerne a montré que les souches du nématode testées avaient été retrouvées jusqu’a 35 cm de
profondeur 6 mois apres leur application (Ferguson et al., 1995). Il semblerait toutefois que la dispersion
de H. bacteriophora dans le sol soit souche-dépendante (Ferguson et al., 1995).

Par ailleurs, des études conduites au laboratoire et au champ indiquent que la dispersion du nématode
serait fortement dépendante des propriétés physico-chimiques sol; des textures denses (limons,
argiles), peu poreuses, limiteraient en effet la progression et la survie des juvéniles infectieux (Ansari et
Butt, 2011 ; Cowles et al., 2005 ; Ferguson et al., 1995). D’aprés une étude plus récente, la capacité de
rétention en eau des sols pourrait jouer un réle majeur dans les déplacements de H. bacteriophora,
indépendamment de leur texture (Hartley et Wallace, 2017).

Toutefois, des déplacements passifs via des vers de terre ou des hobtes infectés (phorésie) ont été
documentés (Shapiro-llan et Brown, 2013). Des études conduites sur les mouches des fruits Drosophila
suzukii et Bactrocera tryoni ont montré qu’environ 20 et 40% des adultes porteurs de nématodes
entomopathogénes pouvaient voler jusqu’a 60 heures aprés inoculation (Aryal et al., 2024 ; Garriga et
al., 2019). Des déplacements via les eaux de ruissellement sont également possibles mais apparaissent
difficilement quantifiables (Barbercheck et Hoy, 2005). Enfin, la dispersion de H. bacteriophora pourrait
étre facilitée par les activités humaines, dont les transports de matériel végétal.

La probabilité de dispersion du macro-organisme objet de la demande est donc considérée comme
faible (incertitude faible : surestimation ou sous-estimation de la probabilité). Cette incertitude est liée a
de possibles déplacements passifs du nématode, non quantifiables.

Risque potentiel pour la santé humaine et/ou animale
L’espéce H. bacteriophora et son symbionte P. laumondii subsp. laumondii ne sont pas connus comme
étant vecteur et pathogéne spécifiques de 'hnumain ou de 'animal.

Plusieurs études toxicologiques conduites entre les années 1970 et 1990 ont porté sur I'exposition de
vertébrés modéles (souris, rat, lapin, cochon d’inde, singe, poule) a des nématodes entomopathogénes
ou leurs bactéries symbiotiques. Aucune manifestation allergique ou pathologie n’a été observée a
I'exception d’ulcéres de la peau chez la souris en cas d’inoculation de Steinernema carpocapsae ou S.
feltiae par voie sous-cutanée a raison de 2.10% juvéniles infectieux (Akhurst et Smiths, 2002).

Chez I'humain, des infections des tissus mous et des bactériémies associées a deux bactéries du genre
Photorhabdus, P. asymbiotica et P. australis, auraient toutefois été observées chez 'homme a partir
des années 1980 (Carter et al., 2024 ; Farmer et al., 1989 ; Fisher-Le Saux et al., 1999 ; Gerrard et
Stevens, 2017 ; Machado et al., 2021 ; Peel et al., 1999). En I'état actuel des connaissances, P.
asymbiotica et P. australis sont strictement associées a H. indica (synonyme de H. gerrardi) (Dhakal et
al., 2020 ; Gerrard et al., 2006 ; Gerrard et Stevens, 2017 ; Plichta et al., 2009 ; Puza et Machado,
2024). Des comparaisons moléculaires ont par ailleurs confirmé que P. laumondii était
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phylogénétiquement éloignée de P. asymbiotica et P. australis (Machado et al., 2021). D’apres une
étude récente, H. bacteriophora se serait montré sensible a P. asymbiotica, avec une mortalité élevée
de juvéniles axéniques® exposés a la bactérie (Kim et al., 2023).

Par ailleurs, deux cas de manifestations allergiques chez ’humain auraient été rapportés suite a un
contact cutané et un contact oculaire lors de la manipulation de nématodes entomopathogénes, dont S.
carpocapsae, dans une unité de production et un laboratoire de recherche (Akhurst et Smiths, 2002).
Les informations disponibles sur ces cas sont toutefois trés limitées. Une publication plus récente,
identifiée par I'Anses, fait état de manifestations allergiques avec des preuves biologiques de
sensibilisation lors de I'exposition cutanée de travailleurs au nématode S. feltiae utilisé comme agent
de lutte biologique dans des serres (Thilsing et al., 2012). Méme si aucune publication n’a été identifiée
pour H. bacteriophora, une sensibilisation consécutive a une exposition a cette espéce ne peut étre
exclue.

A noter que le demandeur indique qu’aucune manifestation allergique n'a été observée chez les
opérateurs travaillant dans les élevages.

Ainsi, le risque potentiel de manifestations allergiques chez les travailleurs en cas d’exposition au
produit peut étre considéré comme faible (incertitude forte : surestimation ou sous-estimation du risque).
Il conviendrait d’informer les travailleurs sur ce risque et de proposer un ensemble d’actions permettant
de réduire le plus possible le niveau du risque.

Il n’est pas attendu d’autres risques pour la santé humaine et/ou animale suite a l'introduction dans
'environnement du macro-organisme objet de la demande et de son symbionte P. laumondii subsp.
laumondii. Aucune source d’incertitude n’a été identifiée.

Risque potentiel pour la santé des végétaux

L’espéce H. bacteriophora et son symbionte P. laumondii subsp. laumondii ne sont pas connus pour
avoir un comportement phytopathogéne (phytophagie, parasitisme, vection de virus).

Il n’est donc pas attendu de risque pour la santé des végétaux suite a I'introduction dans I'environnement
du macro-organisme objet de la demande et de sa bactérie symbiotique. Aucune source d’incertitude
n’a été identifiée.

Risque potentiel pour les organismes non cibles

Risque pour les arthropodes non cibles :

e Effets entomopathogénes directs

Les nématodes entomopathogénes sont généralement associés a de larges spectres d’hétes (Hein et
al., 2023 ; Wright et al., 2005). Dés 1979, des études de laboratoire auraient montré que le nématode
S. carpocapsae pouvait infecter 250 espéces d’insectes de 75 familles et 13 ordres différents. (Poinar,
1979 in Torr et al., 2005). Dans une autre étude de laboratoire. H. bacteriophora a montré une capacité
a infecter plus de 25 espéces d’insectes appartenant a 8 ordres différents (De Doucet et al., 1999).
Toutefois, en conditions naturelles, les spectres d’hdtes de ces nématodes seraient plus restreints ; une
publication recense, pour S. carpocapsae, 14 espéces d’insectes hétes (10 familles, 4 ordres), et, pour
H. bacteriophora, 9 espéces (5 familles, 2 ordres) (Peters, 1996).

Des tests en pot conduits sur plusieurs auxiliaires de lutte biologique ont montré que H. bacteriophora
pouvait entrainer une mortalité larvaire de 15 a 50% chez Chrysoperla carnea et de 20 a 90% chez
Coccinella septempunctata (10 a 160 Jl/larve) ainsi qu'une réduction des émergences du parasitoide
Aphidoletes aphidimyza de 13 a 37% (2.5 a 25*10° Jl/ha) (El-Mandarawy et al., 2018 ; Powell et
Webster, 2004). Ces phénoménes de prédation inter-guilde seraient toutefois plus limités en conditions
réelles de lutte intégrée compte-tenu des mouvements réduits et de la faible persistance des nématodes
entomopathogénes dans le sol (Powell et Webster, 2004 ; Touray et al., 2025).

8 Juvéniles infectieux dépourvus de leur bactérie symbiotique (P. luminescens dans I'étude correspondante).
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Par ailleurs, de nombreuses études conduites au champ, en prairies, en gazons de golf ou en forét n’ont
montré aucun impact négatif significatif des nématodes entomopathogenes, dont H. bacteriophora, sur
une vingtaine de familles d’arthropodes non-cibles du sol (Babendreier et al., 2015 ; Buck et Bathon,
1993 ; Dillon et al., 2012 ; Georgis et al., 1991 ; Hein et al., 2023 ; Quinzo-Ortega et al., 2024 ; Sciandra
etal., 2024). Par exemple, une étude pluriannuelle réalisée sur trois champs de mais (Hongrie) a évalué
l'impact d’une application de H. bacteriophora (3.8*10° Jl/ha) sur 22 taxons d’arthropodes non cibles.
Une légére baisse du nombre d’individus a été observée sur certains taxons (Curculionidae, Hemiptera)
tandis qu’aucun effet ou qu’'une augmentation des populations a été constatée pour les autres taxons
(Hymenoptera, Nitidulidae...) (Babendreier et al., 2015). Plus récemment, une étude conduite sur prairie
permanente (ltalie) a montré qu’une application de H. bacteriophora (3.8*10° Jl/ha) avait entrainé, 2
mois apres inoculation, une légére diminution de la richesse en taxons mais une augmentation de
'abondance en invertébrés. Parmi les 7 taxons étudiés, une diminution du nombre d’'individus a été
observée pour 2 taxons (Chilopoda, Coleoptera) tandis qu’'une augmentation des populations de 3
taxons a été constatée (Acarina, Araneae, Collembola), en comparaison aux échantillonnages réalisés
dans les mémes parcelles avant I'application du nématode. Ces résultats confirmeraient I'absence
d’effets négatifs significatifs de H. bacteriophora sur les écosystémes du sol (Sciandra et al., 2024).

Par ailleurs, les effets insecticides et acaricides des métabolites produits par les bactéries symbiotiques
des nématodes entomopathogénes sont étudiés depuis quelques années (Cimen et al., 2022). D’apres
une étude conduite en laboratoire, I'exposition directe d’acariens prédateurs (Neoseiulus californicus,
Phytoseiulus persimilis) a des surnageants issus des bactéries symbiotiques de S. carpocapsae et
Steinernema rarum a entrainé une mortalité de 19 et 39% des stades mobiles de ces auxiliaires. Ces
effets ont été considérés par les auteurs comme limités au regard de la forte mortalité observée pour
I'acarien ravageur Tetranychus urticae (90%) (Cevizci et al., 2020).

¢ Compétition interspécifique

D’aprés une étude récente conduite sur la pyrale Diatraea saccharalis, des phénoménes de compétition
interspécifique entre H. bacteriophora et 'hyménoptéere parasitoide Cotesia flavipes seraient possibles
dans les larves parasitées ; une application du nématode moins de 9 jours aprés parasitisme par C.
flavipes aboutirait en effet a la mort des larves et des pupes du parasitoide au sein de I'héte. Des
résultats inverses ont été observés en cas d’inoculation du nématode avant le parasitisme des larves
de pyrale par C. flavipes (Silva et al., 2024).

Risques pour les autres organismes non cibles :

Une étude réalisée sur terrain de golf (Etats-Unis) au début des années 2000 a évalué l'impact de
I'application de nématodes entomopathogénes sur les autres communautés de nématodes du sol. Deux
souches d’H. bacteriophora et une souche d’H. indica ont été utilisées et appliquées chacune a raison
de 4*10° JI/ha. L'impact de chacune de ces souches a été comparé a celui du trichlorfon, une substance
de la famille des organophosphorés présentant une activité nématicide et interdite en France depuis
2008. Les applications de nématodes entomopathogénes n’ont pas eu d’'impact sur 'abondance et la
richesse spécifique des nématodes libres (non parasites). Au contraire, une réduction de I'abondance
et de la richesse spécifique des nématodes phytoparasites a été observée (Somasekhar et al., 2002).

Une étude récente conduite au laboratoire sur 5 populations de bactéries symbiotiques (P. laumondii
subsp. laumondii, P. luminiscens subsp. kayaii, Xenorhabdus bovienii, X. nematophila) n’a révélé aucun
effet inhibiteur de leurs métabolites sur 2 microorganismes fréquemment utilisés en biocontrdle :
Bacillus amyloliquefaciens souche QST 713 et Bacillus thuringiensis var. kurstaki souche PB-54.
Toutefois, des effets bactéricides ont été observés sur Bacillus thuringiensis var. kurstaki souche ABTS-
351 quelle que soit la modalité testée (Vincente-Diez et al., 2025).

Par ailleurs, certaines souches de nématodes entomopathogénes, dont une souche d’H. bacteriophora
originaire d’Argentine, ont entrainé la mort de tétards de la rainette du Pacifique Pseudacris regilla, du
xénope Xenopus laevis et du crapaud buffle Bufo marinus en laboratoire, dans des conditions de contact
forcé et a dose élevée comparée aux conditions réelles d’exposition (Kermarrec et al., 1991 ; Poinar et
Thomas, 1988). Cette mortalité était due a I'entrée de bactéries étrangeres, autres que le symbionte,
via 'ouverture créée par la pénétration du nématode sur la paroi intestinale des jeunes tétards (Akhurst
et Smiths, 2002). Aucun effet négatif sur les adultes n’a été rapporté (Akhurst et Smiths, 2002). Aucun
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impact sur les jeunes tétards n’a été observé lors d’essais réalisés en aquariums a fond sableux a des
doses similaires (Jung, com. pers. dans Ehlers et Peters, 2003). Dans ces conditions d’exposition plus
réalistes, les nématodes sédimentent immédiatement dans la couche sableuse et n’affectent pas les
tétards. De plus, I'exposition de batraciens aux nématodes entomopathogénes apparait limitée aux
eaux de ruissellement et a la dérive de pulvérisation. Compte-tenu des caractéristiques biologiques et
comportementales des nématodes entomopathogénes et du fait que les batraciens ne sont pas des
hétes naturels de ces nématodes, la probabilité de contact entre ces organismes peut étre considérée
comme faible.

Conclusion :

Compte tenu des données disponibles, de la faible persistance des nématodes entomopathogénes non
indigénes dans le sol et de I'utilisation commerciale de H. bacteriophora depuis 1984 en Europe sans
effet rapporté, le risque potentiel pour les organismes non cibles suite a lintroduction dans
I'environnement du macro-organisme, objet de la demande, est considéré comme faible (incertitude
modérée) et n’est, par ailleurs, pas amplifié par rapport a celui préexistant lié aux populations de H.
bacteriophora déja établies ou commercialisées sur les territoires revendiqués. Cette incertitude est liée
au manque de connaissances sur le spectre d’hdtes de H. bacteriophora (nématode généraliste).

Efficacité et bénéfices du macro-organisme

De trés nombreuses publications traitant de I'efficacité de H. bacteriophora sont disponibles dans la
bibliographie : par exemple, la base de données Scopus propose plus de 350 publications en réponse
a la requéte Heterorhabditis bacteriophora efficacy, plus de 80 en réponse a la requéte Heterorhabditis
bacteriophora effectiveness et plus de 470 en réponse a la requéte Heterorhabditis bacteriophora insect
control. Le spectre d’hétes du nématode comprend en effet de nombreux insectes ravageurs des
cultures tels que les thrips, les noctuelles (Helicoverpa armigera, Spodoptera litura), la chrysomele du
mais Diabrotica virgifera et le scarabée japonais Popillia japonica (Alwaneen et al., 2024 ; Garriga et
al., 2024 ; Glazer et al., 2022 ; Metwally et al., 2025 ; Peters, 1996 ; Summerfield et al., 2024 ; Thakur
et al., 2022 ; Voros et al., 2024).

Concernant les cibles revendiquées par le demandeur, les publications disponibles rendent compte des
résultats suivants :

Larves de hannetons :

= Du genre Amphimallon :
Dans un essai conduit sur gazon (Etats-Unis), I'apport de H. bacteriophora (2*10° JI/ha) combiné & de
I'imidaclopride ou de la clothianidine a permis de réduire les populations de Amphimallon majale (stade
L3) de 37 a 48% en 174 jours. D’aprés les auteurs, ces résultats témoignent d’effets synergistes entre
le nématode et les insecticides testés (Morales-Rodriguez et Peck, 2009).

= Du genre Hoplia :

Dans un essai conduit sur ray-grass en pot, le nématode (2.5 a 5*10° Jl/ha) a montré, 40 jours aprés
application, une efficacité de 50 a 75% contre les larves de Hoplia philanthus (Ansari et al., 2008b). Une
étude conduite sur gazon (Belgique) confirme les effets du nématode (2.5*10° JI/ha) sur ce ravageur,
avec une mortalité larvaire de 60 a 80% un an aprés son application (Ansari et al., 2006). Dans un autre
essai sur gazon (Belgique), 'apport de H. bacteriophora (7.5*10° Jl/ha) via des cadavres frais de
Galleria mellonella s’est révélé, un an aprés application, plus efficace contre H. philanthus que 'apport
du nématode en suspension aqueuse (92% vs 65%). Ces différences seraient liées a une meilleure
protection des juvéniles infectieux contre la dessication et les rayons UV dans les cadavres de G.
mellonella (Ansari et al., 2009 ; Shapiro et Glazer, 1996).

= Du genre Melolontha :
Dans un essai conduit au laboratoire, H. bacteriophora (1.5 a 5*103 Jl/larve) a montré un effet limité sur
Melolontha melolontha, avec une efficacité significative (24%) uniquement sur le premier stade larvaire
du ravageur et a la dose la plus élevée (Peters, 2000). Toutefois, des expériences plus récentes sur
fraisier en pot ont montré une trés bonne efficacité de 2 souches locales du nématode (900 JI/5 larves)
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sur le troisieme stade larvaire du ravageur dés 15 jours apres leur application (mortalité de 100%) (Erbas
etal., 2014).

= Du genre Phyllopertha :
Dans un essai conduit au laboratoire, I'apport de H. bacteriophora (1000 Jl/larve) a entrainé, 6 jours
aprés application, une mortalité de 87% de Phyllopertha horticola (stade L3) (Smits et al., 1994). Dans
un essai sur gazon (Allemagne), le nématode (5 et 15*10° JI/ha) a permis de réduire les populations
larvaires du ravageur de 65 et 83% 98 jours aprés son application (Sulistyanto et Ehlers, 1996).

= Du genre Polyphylla :
Dans un essai au laboratoire, H. bacteriophora (1 500 a 11 300 Jl/larve) a montré une efficacité trés
limitée contre les larves de Polyphylla fullo, des taux de mortalité de 5.7 a 12% ayant été observés 10
jours apres application (Demir et al., 2015).

Larves de balanin :

Dans un essai conduit au laboratoire sur le balanin des chéataignes Curculio elephas, I'apport de H.
bacteriophora (50 et 100 Jl/larve) a entrainé, 10 jours aprés application, une mortalité de 65 et 75%
environ des larves de dernier stade du ravageur (Demir et al., 2015). Un autre essai de laboratoire
confirme les effets du nématode (481 Jl/larve) sur le dernier stade larvaire du balanin des noisettes
Curculio nucum (mortalité de 60% 14 jours aprés application) ; le nématode ne s’est toutefois pas
montré efficace contre les adultes, avec une mortalité imaginale de 8.3% 14 jours apres application
(Batalla-Carrera et al., 2016).

Dans un essai conduit en verger de noisetier (Espagne), H. bacteriophora (5*10° Jl/ha) appliqué au
printemps ou en été a permis de réduire les populations larvaires de C. nucum de 47 a 61% 7 mois
aprés application (Batalla-Carrera et al., 2013).

Larves d’otiorhynques :

Dans un essai conduit sur fusain de Chine en pot, le nématode (1 a 2*108 JlI/ha) a montré, 7 jours aprés
application, une efficacité de 38 a 40% contre les larves de troisieme stade de Ofiorhynchus sulcatus
(Ansari et al., 2008c). Une étude conduite en culture de fraisier sous-abri (Royaume-Uni) avec H.
bacteriophora (0.6 et 1.25*10° Jl/ha) a montré une efficacité partielle du nématode sur ce méme
ravageur (20 et 29%, 6 semaines aprés application) (Ansari et Butt, 2012). Dans un autre essai conduit
en fraisier et en framboisier de plein champ (Etats-Unis), 'apport de H. bacteriophora (4.4 et 4.9*10°
JI/ha) a également fourni une efficacité variable contre les ravageurs O. sulcatus (11 a 79%) et
Otiorhynchus ovatus (24 a 42%) 2 semaines aprés application (Booth et al., 2002). Les niveaux
d’efficacité limités observés dans ces 2 études seraient en partie liés aux faibles températures du sol
sur les sites d’essais (< 12°C) (Ansari et Butt, 2012 ; Booth et al., 2002).

Larves d’hépiales :

Aucune publication traitant d’essais conduits avec H. bacteriophora sur ces ravageurs n’a été identifiée
dans la bibliographie et aucune donnée n’a été fournie par le demandeur.

Les bénéfices potentiels de l'utilisation du macro-organisme, objet de la demande, en tant qu'agent de
lutte biologique, sont reconnus principalement sur certaines espéces de coléoptéres phytophages et
pour des applications au sol. En effet, les données disponibles dans la littérature sont nombreuses et
montrent une certaine efficacité de H. bacteriophora sur les stades larvaires de ces ravageurs, présents
dans le sol. Toutefois, aucune donnée d’efficacité obtenue avec le complexe némato-bactérien objet de
la demande n’a été fournie. Par ailleurs, il convient de rappeler que la survie et l'efficacité des
nématodes entomopathogénes dans le sol est fortement dépendante des conditions pédoclimatiques
locales lors de leur application. Il existe donc une incertitude de niveau modéré (surestimation ou sous-
estimation) concernant I'efficacité du macro-organisme objet de la demande en cas d’application au sol.
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CONCLUSIONS

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de 'alimentation, de I'environnement et du travail adopte les
conclusions du groupe de travail « Macro-organismes utiles aux végétaux » et du comité d’experts
spécialisé « Substances et produits phytopharmaceutiques, biocontrole ».

Compte tenu des éléments disponibles et de I'état actuel des connaissances,

- La probabilité d’établissement du macro-organisme, objet de la demande, sur les territoires de
la France métropolitaine continentale et de la Corse peut étre considérée comme faible
(incertitude forte : surestimation ou sous-estimation du risque).

- La probabilité de dispersion du macro-organisme, objet de la demande, sur les territoires de la
France métropolitaine continentale et de la Corse peut étre considérée comme faible
(incertitude faible : surestimation ou sous-estimation du risque).

- Le risque potentiel de manifestations allergiques chez les travailleurs en cas d’exposition au
produit peut étre considéré comme faible (incertitude forte : surestimation ou sous-estimation
du risque). Il conviendrait donc d’informer les travailleurs sur ce risque potentiel et de proposer
un ensemble d’actions permettant de réduire le plus possible le niveau du risque-

- Il n’est pas attendu d’autres risques pour la santé humaine et/ou animale suite a I'introduction
dans I'environnement du macro-organisme, objet de la demande. Aucune source d’incertitude
n’a été identifiée.

- Il nest pas attendu de risque pour la santé des végétaux suite a lintroduction dans
I'environnement du macro-organisme, objet de la demande. Aucune source d’incertitude n’a été
identifiée.

- Le risque potentiel pour les organismes non cibles est considéré comme faible (incertitude
modérée).

- Les bénéfices potentiels de I'utilisation du macro-organisme, objet de la demande, en tant
gu’'agent de lutte biologique, sont reconnus principalement sur certaines espéces de
coléoptéres phytophages et pour des applications au sol. Il existe toutefois une incertitude de
niveau modéré (surestimation ou sous-estimation) concernant I'efficacité du macro-organisme
objet de la demande (complexe némato-bactérien) en cas d’application au sol.

Une synthése de I'analyse d’incertitude est présentée en Annexe 1.

Considérant l'ensemble des données disponibles, I'Agence nationale de sécurité sanitaire de
'alimentation, de I'environnement et du travail émet un avis favorable a la demande d’autorisation
d’introduction dans I'environnement du macro-organisme non indigéne Heterorhabditis bacteriophora
de la société BIOLINE AGROSCIENCES FRANCE sur les territoires de la France métropolitaine
continentale et de la Corse.

Il conviendrait que les contrdles de l'identité du macro-organisme et de sa bactérie symbiotique soient
réalisés par analyse moléculaire. Des mesures appropriées doivent également étre mises en ceuvre
afin d’assurer la présence et l'identité de la bactérie introduite avec le macro-organisme, objet de la
demande et de confirmer la réassociation entre les deux partenaires.
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Conformément a I'article 4 de I'arrété du 28 juin 2012, un échantillon d’individus de référence devra étre
déposé au Centre de Biologie et de Gestion des Populations (CBGP).

Pour le directeur général par intérim, par délégation,
le directeur,
Direction de I'évaluation des produits réglementés

Mots-clés : Heterorhabditis bacteriophora, nématode entomopathogene (NEP), entomopathogenic
nematode (EPN), Photorhabdus sp., bactérie symbiotique, agent non indigéne, macro-organisme, lutte
biologique, ravageurs du sol, France métropolitaine continentale, Corse.
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ANNEXE 1 : TABLEAU DES INCERTITUDES

Volet de I’expertise

Origine

Identification du macro-
organisme (MO)

Aucune source
d’incertitude

Description

Prise en compte (solution
choisie pour traiter I'incertitude
lors de I'expertise)

Impact de I'incertitude sur le
résultat de I’expertise(!

identifiée

L’analyse repose sur une comparaison qualitative entre les

Probabilité d’établissement du
MO dans I’environnement

Probabilité de dispersion du
MO dans I’environnement

Données
disponibles

Données

conditions environnementales du lieu de prélévement de la
souche et des conditions environnementales frangaises. De
plus, il existe un risque non quantifiable d’hybridation entre
le macro-organisme introduit et les souches autochtones de

H. bacteriophora.

Impact d’amplitude forte
Surestimation ou sous-
estimation

Risque potentiel de

disponibles

Déplacements passifs possibles mais non quantifiables.

Impact d’amplitude faible
Surestimation ou sous-
estimation

manifestations allergiques
chez les travailleurs

Autres risques potentiels pour
la santé humaine et/ou

Données
disponibles

Aucune source
d’incertitude

Les données disponibles reposent sur un nombre de cas
limités et portent sur d’autres espéces de nématode.

Bibliographie ciblée sur le
risque de sensibilisation aux
macro-organismes réalisée

par 'Anses

Impact d’amplitude forte
Surestimation ou sous-
estimation

animale

Risque potentiel pour la santé
des végétaux

identifiée
Aucune source
d’incertitude

Risque potentiel pour les
organismes non cibles

identifiée

Données

Efficacité et bénéfices du

disponibles

Manqgue de connaissances sur le spectre d’hétes de H.
bacteriophora (nématode généraliste).

Impact d’amplitude modérée
Surestimation ou sous-

macro-organisme
Applications au sol

(1)
(2)

Données
disponibles

L’échelle d’amplitude utilisée est la suivante : nulle, négligeable, faible, modérée, forte.
FMC : France Métropolitaine Continentale

Absence de données obtenues avec la souche du macro-
organisme objet de la demande. Par ailleurs, la survie et
I'efficacité des nématodes entomopathogénes dans le sol

est fortement dépendante des conditions pédoclimatiques

locales lors de leur application.

Pas de prise en compte

estimation

Impact modéré
Surestimation ou sous-
estimation
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