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

relatif a I’évaluation des risques relatifs aux mesures de décontamination et de
gestion des sous-produits animaux lors des cas de botulisme bovin et aviaire

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 l'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 a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l'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 publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 25 juin 2019 par la Direction générale de I'alimentation (DGAL) pour la
réalisation de I'expertise suivante : mise a jour des connaissances et évaluation des risques
en appui a la décontamination et aux mesures de gestion des sous-produits animaux lors des
cas de botulisme bovin et aviaire.

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Le botulisme est une maladie neurologique humaine et animale, le plus souvent d’origine
alimentaire, provoquée par l'action de neurotoxines bactériennes (toxines botuliques)
produites par la bactérie Clostridium botulinum et qui se manifeste par une paralysie flasque
pouvant aller jusqu’a la paralysie respiratoire et I'arrét cardiaque. Neuf types toxiniques,
répartis en une quarantaine de sous-types, sont actuellement connus.

En France, le botulisme animal affecte essentiellement les oiseaux (sauvages et domestiques)
et les bovins. Chez les volailles, on recense annuellement vingt a trente foyers,
majoritairement dus aux types mosaique C/D (dans les élevages de poulets de chair et de
dindes) suivi de D et mosaique D/C (uniquement dans les élevages de dindes). Chez les
bovins, l'incidence sur les 10 derniéres années est en moyenne d’une dizaine de foyers par
an et les épisodes de botulisme sont dus aux types mosaique D/C (maijoritaire), C, mosaique
C/D et rarement D.

Les pertes en élevage liées a ces foyers et les interrogations sur leurs conséquences dans le
domaine de la santé publique ont amené les pouvoirs publics a réglementer le botulisme
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animal en l'intégrant dans la liste des dangers sanitaires de premiére catégorie pour les
espéces animales (arrété du 29 juillet 2013)". Aujourd’hui, cette maladie figure dans une liste
des maladies animales réglementées d’intérét national en application de l'article L. 221-1 du
code rural et de la péche maritime (arrété du 03 mai 2022)2. Pour autant, aucune mesure de
police sanitaire de portée générale n’a été édictée a ce jour pour gérer les foyers de botulisme
animal, et chacun est géré au cas par cas par la direction départementale en charge de la
protection des populations (DDPP) concernée, et par la Mission des Urgences Sanitaires
(MUS) de la Direction Générale de I'’Alimentation (DGAL).

Jusqu’a présent, ces services se sont appuyés sur : un rapport sur le botulisme animal publié
par 'Agence francaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa 2002) et un avis rendu en
janvier 2009 sur un projet (par la suite abandonné) d’arrété fixant des mesures techniques et
administratives relatives a la lutte contre le botulisme aviaire (Afssa 2009). Afin de pouvoir
disposer de données actualisées et déterminer des mesures de gestion adaptées aux
particularités du botulisme des type C, D et mosaiques C/D ou D/C, la DGAL a saisi I'Anses
en juin 2019 via quatre saisines (saisines 2019-SA-0112 a 2019-SA-0115)3.

L’expertise a été réalisée en deux étapes :

1. une mise a jour des connaissances sur Clostridium botulinum (types C, D, mosaiques C/D
et D/C et E) effectuée par le groupe de travail (GT) « Groupe socle botulisme » (Anses
2021a), portant sur les caractéristiques microbiologiques, les maladies humaines et
animales (bovins, oiseaux et poissons), la présence des différentes formes et types dans
'environnement, le danger dans les denrées alimentaires d’origine animale ainsi que
I'efficacité des méthodes et procédés d’inactivation ;

2. le traitement des questions d’évaluation des risques par des GT spécifiques (« Botulisme
décontamination » « Botulisme bovin-aviaire »; « Botulisme faune sauvage »).

La premiére étape a fait I'objet d’'un rapport de I'Anses du 30 juin 2021 (Anses 2021a). Le
rapport et l'avis portant sur I'évaluation des risques en appui des mesures de gestion de
produits dans la filiere bovine, lors de suspicion et de confirmation de cas de botulisme ont été
publiés en septembre 2021 (Anses 2021b) et celui portant sur la filiére volaille en février 2022
(Anses 2022).

Le présent avis a vocation a répondre a la saisine portant sur I'’évaluation des risques relatifs
aux mesures de décontamination et de gestion des sous-produits animaux (SPAn) dans les
foyers de botulisme bovin et aviaire. Les demandes et questions posées par la DGAL dans sa
lettre de saisine sont les suivantes :

T Arrété du 29 juillet 2013 relatif a la définition des dangers sanitaires de premiére et deuxiéme catégorie pour les
espéces animales. Cet arrété, aujourd’hui abrogé, était devenu obsoléte depuis I'entrée en application, au
21/04/2021, du réglement (UE) 2016/429 du Parlement européen et du Conseil (« animal health law » ou « Loi
santé animale »), qui définit une liste de maladies animales transmissibles vis-a-vis desquelles s’appliquent les
mesures de surveillance, de prévention et/ou de lutte prévues par ce réglement. Or, le botulisme animal n’a pas
été retenu dans cette liste.

2 Arrété du 03 mai 2022 listant les maladies animales réglementées d’intérét national en application de I'article L.
221-1 du code rural et de la péche maritime. Le botulisme animal figure dans I'annexe Il de cet arrété. Cette annexe
destinée a étre abrogée, réunit des maladies dont les mesures de surveillance, de prévention et/ou de lutte ne sont
que transitoirement placées sous l'autorité de I'Etat.

3 2019-SA-0112 : évaluation des mesures de maitrise en filiére bovine lors de la détection de cas de botulisme;
2019-SA-0113 : décontamination et gestion des sous-produits d’élevage lors des cas de botulisme bovin et aviaire;
2019-SA-0114 : évaluation des mesures de maitrise en filiére avicole lors de la détection de cas de botulisme;
2019-SA-0115 : mesures de gestion de cas de botulisme dans la faune sauvage.
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1. « Actualisation des données sur les méthodes et les procédés d’inactivation des formes
végétatives et sporulées de C. botulinum ainsi que sur la résistance et la persistance des
spores dans les sols ».

2. «Le ftraitement du fumier et de la litiere usagée a la chaux permet-il d’assainir
suffisamment les matiéres précitées en contact des animaux potentiellement
contaminés ? »

3. « La conversion des lisiers en biogaz avec pasteurisation (70°C/1h) ou en compostage
(70°C/1h) permet-elle une destruction des spores et de la toxine ? »

4. Dans I'hypothése de matiére non assainie :

o « L’épandage des eaux résiduaires* voire lisiers (ou fumier, litiere usagée) présente-
t-il un risque au regard de la santé des animaux notamment un risque inter-espéces ?
Des recommandations notamment sur les distances avec les élevages et I'épandage
par injection suffisent-elles ? »

o « Les opérations d’épandage présentent-elles un risque au regard de la santé
humaine ? »

o « Lors de I'épandage du fumier a proximité, ou sur des sols destinés a des cultures,
et/ou matiéres premiéres végétales, quel est le risque pour la consommation humaine
ou animale de ces végétaux ? »

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’expertise reléve du domaine de compétences des comités d’experts spécialisés « Santé et
bien-étre des animaux » (CES SABA, pilote), « Substances et produits biocides » (CES
BIOCIDES), « Evaluation des risques biologiques dans les aliments » (CES BIORISK) et
« Eaux » (CES EAUX). L’Anses a confié l'instruction de cette saisine au groupe de travail
« Botulisme décontamination », rattaché aux comités d’experts spécialisés SABA, BIOCIDES,
BIORISK et EAUX.

Les travaux d’expertise du groupe de travail ont été présentés régulierement aux CES (tant
sur les aspects méthodologiques que scientifiques) : SABA (12 octobre, 14 décembre 2021, 8
février, 5 avril et 10 mai 2022) ; BIORISK (12 octobre 2021 et 6 avril 2022) ; BIOCIDES (31
mars 2022) et EAUX (11 janvier et 5 avril 2022). lls ont été adoptés par le CES SABA réuni le
10 mai 2022. Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des observations et
éléments complémentaires transmis par les membres des CES.

Dans un premier temps, le GT « Botulisme décontamination » a décidé de travailler sur une
actualisation des données sur la résistance et la persistance de C. botulinum types C, D,
mosaiques C/D, D/C dans I'espace agricole ainsi que sur les méthodes et les procédés
d’inactivation des formes végétatives et sporulées de C. botulinum et I'appréciation de leur
efficacité. Ce travail a été réalisé en s’appuyant sur la mise a jour des connaissances effectuée
par le GT « Groupe socle botulisme » (Anses 2021a), complétée par une recherche
bibliographique. Dans un second temps, les questions relatives a I’évaluation de risque ont été
traitées selon la méthode qualitative d’estimation du risque en santé animale développée par
I’Afssa (2008).

4 Aprés contact et discussion avec la DGAL, I'appellation « eaux résiduaires » fait référence a des eaux issues d’'un
élevage identifié comme foyer de botulisme animal, non relié au réseau de collecte des eaux usées et sans station
de traitement des eaux usées (STEU) propre. Les abattoirs et autres établissements agroalimentaires ne sont pas
concernés.
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L’Anses analyse 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:
https://dpi.sante.gouv.fr/.

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DES CES ET DU GROUPE DE TRAVAIL
3.1. Les effluents d’élevage : définition et réglementation

Les effluents d’élevage sont constitués par les déjections des animaux (leurs excréments et/ou
urines) avec ou sans litiere, et les eaux résiduaires, incluant notamment les eaux de lavage
des batiments d’élevage et de leurs équipements. lls peuvent étre directement valorisables en
agriculture en tant que fertilisants organiques, transformés en compost (cas des fumiers) ou
convertis en biogaz. Leur épandage doit tenir compte de leur valeur fertilisante, du niveau de
fertilité des sols et des besoins des cultures qui différent selon les végétaux et leur stade de
croissance.

Le stockage et les épandages des effluents doivent étre pratiqués dans le respect des
réglementations environnementales en vigueur, notamment la réglementation des installations
classées pour la protection de I'environnement (ICPE)®, qui vise principalement la protection
de la ressource en eau et la protection des tiers (voisinage), et la réglementation relative a la
protection des eaux contre la pollution par les nitrates d’origine agricole® 7. Les principales
prescriptions applicables aux exploitations bovines et aviaires relevant de la réglementation
ICPE sont : (i) les obligations de distances des locaux d’élevage par rapport aux tiers ou aux
ressources en eau, (ii) les dispositions constructives visant a limiter les risques d’infiltration
des effluents dans le sol, (iii) les normes applicables au stockage des effluents et celles
relatives a leur épandage (périodes d’interdiction, distances a respecter vis-a-vis des
habitations, des cours d’eau, etc.), renforcées dans les zones vulnérables® délimitées dans le
cadre de la protection des eaux contre la pollution par les nitrates d’origine agricole.

En outre, les effluents issus d’élevages bovins et aviaires sont soumis a des régles sanitaires
(réglement n°1069/2009/CE® complété par le reglement n°142/2011/CE') destinées a

5 Arrétés du 27/12/13 relatifs, respectivement, aux prescriptions générales applicables aux installations classées
pour la protection de I'environnement soumises a déclaration sous les rubriques nos 2101-1, 2101-2, 2101-3, 2102
et 2111, aux installations relevant du régime de l'enregistrement au titre des rubriques nos 2101, 2102 et 2111 de
la nomenclature des installations classées pour la protection de I'environnement, et aux installations relevant du
régime de l'autorisation au titre des rubriques n° 2101, 2102, 2111 et 3660 de la nomenclature des installations
classées pour la protection de I'environnement.

6 La directive européenne n° 91/676/CEE du 12 décembre 1991, dénommée « directive nitrates », vise a protéger
les eaux contre la pollution par les nitrates d’origine agricole. Elle impose aux Etats Membres de fixer des
programmes d’actions applicables dans les zones vulnérables.

7 Arrété du 19 décembre 2011 modifié relatif au programme d'actions national & mettre en ceuvre dans les zones
vulnérables afin de réduire la pollution des eaux par les nitrates d'origine agricole.

8 Zones ou la pollution des eaux par le rejet direct ou indirect de nitrates d’origine agricole et d’autres composés
azotés susceptibles de se transformer en nitrates menace la qualité des milieux aquatiques et plus particulierement
I'alimentation en eau potable.

9 Réglement (CE) n° 1069/2009 du Parlement européen et du Conseil du 21 octobre 2009 établissant des régles sanitaires
applicables aux sous-produits animaux et produits dérivés non destinés a la consommation humaine et abrogeant le
reglement (CE) n° 1774/2002 (réglement relatif aux sous-produits animaux).

0 Réglement (CE) n° 142/2011 de la Commission du 25 février 2011 portant application du réglement (CE) n° 1069/2009
du parlement européen et du Conseil établissant des régles sanitaires applicables aux sous-produits animaux et produits
dérivés non destinés a la consommation humaine et portant application de la directive 97/78/CE du Conseil en ce qui
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prévenir ou réduire au maximum les risques qu’ils comportent pour la santé publique et la
santé animale, notamment en vue de préserver la sécurité de la chaine alimentaire, y compris
lors d’'usage pour la fertilisation des sols. Ces dispositions sont reprises et précisées sur le
plan national dans l'arrété ministériel du 9 avril 2018"". Il est a noter que le réglement
n°1069/2009/CE ne s’applique pas aux eaux résiduaires.

Les excréments et/ou urines des animaux d’élevage avec ou sans liti€re sont considérés par

le reglement n°1069/2009/CE comme des SPAN de catégorie 2'2. De ce fait, ils peuvent étre
utilisés directement dans les sols en tant qu’engrais organique ou amendement. Lors de
conversion de ces effluents en compost (cas des fumiers) ou en biogaz, le réglement
n°1069/2009/CE impose que ces matiéres soient soumises pendant au moins 60 minutes a
une température minimale de 70°C (« pasteurisation/hygiénisation »)'3, pour prévenir ou
réduire au maximum les risques pour la santé publique et la santé animale.

En outre, des restrictions sanitaires peuvent étre spécifiquement définies par arrété ministériel
ou préfectoral, visant a prévenir tout risque de propagation d’'une maladie grave transmissible
lors d’'usage des effluents d’élevage pour la fertilisation des sols.

3.2. Principales caractéristiques des Clostridium botulinum des types C, D,
mosaiques C/D et D/C

Clostridium botulinum, regroupe un ensemble hétérogene de souches bactériennes dont le
point commun est la capacité a synthétiser une toxine botulique. Ce sont des bactéries a Gram
positif, anaérobies strictes, sporulées, naturellement présentes dans I'environnement.

Les souches de C. botulinum sont classées en trois groupes (I a lll) en fonction de leurs
caractéristiques biochimiques (notamment protéolytiques) et génétiques. La classification
basée sur le type de toxine produite (neuf types différents : A a H, X) est actuellement la plus
employée. Les souches de C. botulinum productrices des toxines C, D et mosaiques C/D et
D/C (groupe lll) sont responsables des foyers de botulisme affectant les élevages aviaires et
bovins en France, et sont donc principalement ciblées dans la présente saisine. Les souches
de types A, B ou F protéolytiques (groupe 1) et celles de types B, E ou F non protéolytiques
(groupe 1) sont celles principalement incriminées dans les cas de botulisme humain. La faible
sensibilité de I'étre humain aux toxines C, D et mosaiques C/D, D/C est I'hypothése privilégiée
pour expliquer la quasi-absence de cas humains liés a ces types toxiniques.

3.3. Détection et caractérisation de C. botulinum dans ’environnement

Les méthodes de détection de C. botulinum et de la toxine botulique a partir de matrices
environnementales (sol, sédiments, effluents, végétaux) sont les mémes que celles utilisées
pour le diagnostic du botulisme animal. Elles nécessitent cependant des adaptations

concerne certains échantillons et articles exemptés des contrbles vétérinaires effectués aux frontiéres en vertu de cette
directive.

" Arrété du 9 avril 2018 fixant les dispositions techniques nationales relatives a I'utilisation de sous-produits animaux et
de produits qui en sont dérivés, dans une usine de production de biogaz, une usine de compostage ou en « compostage
de proximité », et a l'utilisation du lisier. Les dispositions de cet arrété sont détaillées dans linstruction technique
DGAL/SDSPA/2020-41du 21/01/2020.

12 |_es matiéres de catégories 2 correspondent aux cadavres de monogastriques, cadavres de ruminants non suspects ou
non atteints ’EST (encéphalopathies spongiformes transmissibles) ne contenant pas de matieres a risque spécifié, tissus
et organes saisis pour motifs autres que les EST, matiéres contenant des résidus de médicaments vétérinaires ; pouvant
véhiculer de maladie transmissible a 'lHomme ou I'animal et sous-produits d’animaux écartés de la consommation
humaine pour motif autre que sanitaire, sous-produits de ruminants négatifs aux tests de dépistage EST. Les lisiers et le
contenu de I'appareil digestif des animaux sont rattachés aux matieres de catégorie 2.

'3 Sauf dérogation accordée par la direction départementale en charge de la protection des populations.
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méthodologiques pour tenir compte des particularités des matrices (effluents divers,
échantillons de sol, etc.). Leur nature polymicrobienne rend trés difficile I'utilisation des
méthodes de détection classiques fondées sur les techniques d’isolement bactérien, faute de
disposer de milieux sélectifs et en raison des difficultés de culture propres aux C. botulinum
du groupe lII.

En France, la méthode développée par le laboratoire national de référence (LNR) pour la
détection de C. botulinum (spores et/ou cellules végétatives) et la détermination du type
toxinique dans ces matrices, repose sur une étape d’enrichissement avec ou sans traitement
thermique préalable, suivie d’'une étape de détection moléculaire du géne codant la toxine
botulique (PCR en temps réel), permettant de caractériser spécifiquement les souches
productrices de toxines C, D, mosaiques C/D ou D/C. Cependant, le GT rappelle 'absence de
norme pour la détection de C. botulinum du groupe lll, qui s’explique par une absence de
consensus méthodologique.

La détection et la détermination de la toxine reposent notamment sur le test sur souris (Mouse
bioassay ou MBA), réalisé uniquement par le Centre National de Référence (CNR).

Les réponses aux questions de la saisine sont les suivantes :

3.4. Actualisation des données sur la résistance et la persistance de C. botulinum
de type C, D et mosaiques C/D et D/C dans différentes matrices

Les souches de C. botulinum du groupe lll se différencient de celles des autres groupes par
leurs conditions de croissance, a partir de 15°C (optimales entre 37 et 40°C), avec un pH
minimal de 5,1 et une activité de I'eau (aw) minimale de 0,97, dans un milieu riche en matiéres
organiques. Les cadavres en décomposition constituent par exemple un milieu trés favorable
a leur multiplication et leur toxinogenése. La thermorésistance de leurs spores est
intermédiaire entre celles des groupes | et I, avec des valeurs de « Dgo:c »' entre 8,9 et
11,9 min selon les souches. Les toxines C et D sont en revanche plus résistantes a la chaleur
que les toxines A, B et E. Si pour ces derniéres un traitement de 2 min a 70°C suffit pour les
inactiver, il faut atteindre 90°C pour obtenir le méme résultat en 2 min sur les toxines C et D.

> Présence de C. botulinum dans les sols en France

Il n’existe pas d’historique sur la distribution et la prévalence des divers types de toxines
botuliques dans les sols en France. Les principales données émanent du projet BOTUSOL
(2019-2023)"°, qui vise a caractériser la distribution de C. botulinum dans les sols agricoles
francais, non reliée a des épisodes de botulisme animal. Les résultats préliminaires obtenus
dans le cadre du projet BOTUSOL indiquent une large répartition de C. botulinum sur le
territoire national, qui est détecté dans 46 % des échantillons jusqu’ici analysés. La quasi-
totalité des souches détectées sont de type B, et seulement 1 % des échantillons positifs
renferment des souches du groupe lll. Rappelons que les foyers détectés ces 20 derniéres
années dans les élevages de volailles et bovins frangais sont dus a ces C. botulinum du groupe

4 Dy : temps de réduction décimale, est défini comme la durée de traitement thermique, exprimée généralement en
minutes, nécessaire a la température T pour diviser par dix la charge microbienne.

S BOTUSOL « Botulisme animal et épandage des effluents : devenir de Clostridium botulinum dans le sol » (2019-2023).
Projet financé par France AgriMer. Coordination : Anses laboratoire de Ploufragan (HQPAP, EPISABE). Partenaires :
Inrae Dijon (Agroécologie Equipe MERS), INNOVAL. Cette étude utilise le Réseau de Mesure de la Qualité des Sols
(RMQS, GIS Sols) pour obtenir des échantillons de sols répartis sur 'ensemble du territoire national et représentatifs des
différents modes d’'usage des sols (grande culture, prairies, foréts, etc.) ainsi que des différentes pratiques culturales.
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lll. Le projet BOTUSOL inclut aussi des suivis aprés épandages d’effluents contaminés, mais
le travail n’est pas suffisamment abouti au moment de la rédaction de cet avis.

> Présence de C. botulinum dans les locaux d’élevage

Les études, menées notamment a la suite d’épisodes de botulisme dus a des C. botulinum du
groupe Ill montrent bien la large contamination des locaux d’élevage et de leurs abords, et la
persistance possible de la bactérie pendant sept mois dans un élevage de poulets de chair
aprés le départ pour I'abattoir d’un lot reconnu a posteriori infecté par C. botulinum D/C et la
désinfection du local. Les données concernant les élevages bovins et leur environnement sont
en revanche plus limitées. Elles relévent essentiellement d’observations ou d’investigations
qui, suite a la découverte de foyers de botulisme en lien épidémiologique avec des élevages
avicoles, ont permis la détection de C. botulinum (types mosaiques C/D ou D/C) dans les
paturages, les batiments d’élevage (stalles), le fumier ou le lisier.

» Présence de C. botulinum dans les effluents d’élevage

Les effluents, issus des élevages foyers de botulisme, en particulier les matiéres fécales et
urines (avec ou sans litiére) sont largement contaminés, notamment lorsqu’ils sont d’origine
aviaire. Leur suivi, jusqu’a sept mois dans du fumier de bovins (pourtant traité a la chaux)
montre la persistance de C. botulinum (projet BOTUSOL), et des études de tas de fumier de
volailles stockés sans traitement durant deux mois suggérent (données a confirmer) une
possibilité de multiplication. Ces données montrent qu’un assainissement naturel par simple
stockage ne peut étre envisagé.

> Présence de C. botulinum dans les poussieres et aérosols

Le GT s’est également intéressé a la question de la dissémination aéroportée de la bactérie
par des poussiéres et des aérosols émis lors des épandages. C. botulinum peut étre détectée
dans les circuits de ventilation et au niveau des parois des batiments dans les élevages
contaminés, suggérant fortement sa dissémination par les poussiéres. Le rble des poussiéres
entrainées par le vent lors d’épandage d’effluents contaminés ou a partir de tas de fumiers de
volailles a fait I'objet de nombreuses constatations épidémiologiques suite a I'éclosion de
foyers de botulisme bovin. A cet égard, les fumiers de volaille, du fait de leur teneur en matieres
séches élevé et de la faible taille des particules, sont plus propices a I'’émission de matiéres
particulaires que les fumiers de bovin. Des études portant sur C. difficile dans des effluents de
volailles ont montré que la bactérie pouvait étre ainsi propagée sur 150 a 400 métres du site
d’épandage.

> Contamination des végétaux destinés a I'alimentation animale et humaine

S’agissant, enfin, des possibilités de contamination de végétaux, qu'ils soient destinés a
I’'alimentation animale ou humaine, le risque est principalement celui de la contamination de
surface de C. botulinum sur les feuilles, fruits et/ou racines, suite a un épandage ou du fait de
la persistance de la bactérie dans le sol apres cet épandage. Aucune étude de suivi de la
contamination de végétaux a la suite de fertilisation de cultures avec des effluents reconnus
contaminés par C. botulinum n’est disponible.

En alimentation animale, la contamination des végétaux par C. botulinum est principalement
décrite & la suite d’épandages sur prairies. A cet égard, le délai de trois a cing semaines au
minimum aprés épandage habituellement conseillé avant la mise a I'herbe des ruminants ou
la récolte des végétaux destinés a leur alimentation, est insuffisant pour prévenir le
développement de la maladie.
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Si la contamination par des spores botuliques de végétaux fraichement récoltés pour la
consommation humaine peut étre mise en évidence, elle s’avére généralement rare, avec des
niveaux trés faibles : les concentrations supérieures a 1 spore de C. botulinum / g sont
exceptionnelles.

3.5. Actualisation des données sur les méthodes et les procédés d'inactivation des
formes végétatives et sporulées de C. botulinum et I'appréciation de leur
efficacité

Trois groupes de situations ont été analysés par le GT : i) la décontamination des supports
inertes représentés par les structures et les matériels d’élevage, ii) la décontamination des
produits organiques, notamment des effluents d’élevage (litieres, fumiers, lisiers, eaux
résiduaires) et des aliments contaminés, iii) la décontamination dans certains environnements
comme les parcours, prairies naturelles et surfaces cultivées.

La décontamination'®, est définie'” comme la série d'opérations, comprenant notamment des
actions de nettoyage et de désinfection, visant a obtenir I'élimination ou la réduction du nombre
d’agents pathogénes jusqu'a un niveau ne permettant plus leur dissémination.

» Décontamination des supports inertes représentés par les structures et les matériels
d’élevage

Les procédures de décontamination des locaux d’élevage, de leurs équipements et du matériel
(notamment lorsqu’il a été utilisé pour le transport et la manutention d’effluents contaminés)
doivent étre adaptées aux caractéristiques de C. botulinum, notamment a la résistance des
spores botuliques et a leur capacité a persister dans de multiples sites, y compris les plus
difficilement accessibles (par exemple les circuits de ventilation en élevage avicole). Pour une
efficacité optimale, elles impliquent le choix d’'un désinfectant dont I'activité sporicide est
validée dans le contexte d'une utilisation en élevage, la réalisation de deux opérations de
désinfection successives aprés nettoyage, et des contrbles d’efficacité montrant la disparition
de la bactérie dans les locaux et sur le matériel. Plusieurs biocides (aldéhydes, dérivés
halogénés, produits oxydants et bases) sont reconnus comme ayant une activité sporicide.
Les substances actives citées n’ont toutefois pas toutes été validées selon les normes en
vigueur pour cette activité (cas de la chaux), et actuellement aucun produit disposant d’'une
autorisation de mise sur le marché (AMM) pérenne ou dont le dossier dAMM est en cours
d’évaluation ne revendique une activité sporicide dans le domaine vétérinaire (TP3).

» Décontamination des effluents d’élevage

La décontamination des effluents des élevages atteints de botulisme est encore plus
problématique. Le GT a précédemment indiqué qu'un stockage prolongé des effluents
contaminés (études réalisées sur du fumier de volailles) ne permettait pas d’envisager un
assainissement naturel vis-a-vis de C. botulinum.

Procédés chimiques :

6 Dans le cadre du réglement biocide 528/2012/CE, la terminologie décontamination est liée aux moyens et
mesures d’élimination du produit biocide des zones traitées ou en cas de rejet dans I'environnement. Dans le
contexte de cette saisine, le terme décontamination est employé au sens d’un traitement (visant I'élimination de
I'agent pathogéne) par nettoyage et désinfection.

7 D’apres le guide technique du plan national d’intervention sanitaire d’'urgence (PNISU) dans le domaine de la
santé animale sur la décontamination d’'un élevage. DGAL, février 2021.
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Il est difficile, par ailleurs, en raison des grands volumes a traiter et de leur charge tres élevée
en matiéres organiques (qui réduit ou neutralise I'activité biocide de la plupart des produits
désinfectants) d’envisager leur traitement par un agent chimique. Le seul actuellement
préconisable, du fait de sa biodégradabilité et de la possibilité de 'épandre sur certains terrains
agricoles, est la chaux (chaux vive ou chaux éteinte). Les données d’efficacité de la chaux
appliquée a la décontamination des effluents contaminés seront présentées plus loin dans la
réponse a la 2™ question du demandeur.

Compostage :

Le GT a également analysé les données disponibles sur une éventuelle efficacité du
compostage vis-a-vis de C. botulinum. Le compostage est un processus biologique de
décomposition et de transformation « contrélé » en milieu aérobie (obtenu par aération ou
ventilation forcée) des matieéres organiques biodégradables permettant d’obtenir un produit
organique stabilisé, le compost. Le compostage est reconnu pour présenter, en outre, un effet
hygiénisant vis-a-vis de certains agents pathogénes, di principalement a I'élévation thermique
au-dessus de 55°C (jusqu’a 71-72°C, voire 80°C) qui résulte de 'action des micro-organismes
aérobies thermophiles sélectionnés durant ce processus. Il n’existe, a la connaissance du GT,
aucune donnée relative a I'évolution de C botulinum au cours du processus de compostage,
sinon des données ponctuelles indiquant la détection de spores dans certains composts. Par
ailleurs, des recherches montrant la persistance d’autres bactéries sporulées (telles que
Clostridioides difficile) suggérent fortement que le processus de compostage ne permet pas
d’éliminer les spores botuliques.

Digestion anaérobie (méthanisation) :

Les digestats de méthanisation agricole constituent une source de matieére organique
disponible pour la fertilisation en agriculture. lls sont produits a la suite de la conversion en
biogaz de divers substrats organiques, dont une part importante est constituée d'effluents
d’élevages (fumiers, lisiers). La production de biogaz résulte d’un processus de digestion
anaérobie, au cours duquel la matiére organique est dégradée par des micro-organismes en
milieu anaérobie dans des digesteurs thermorégulés. Les installations peuvent traiter les
effluents de plusieurs élevages, ce qui aboutit a une dilution des effluents éventuellement
contaminés. Il existe une diversité importante des systémes de conversion en biogaz (voie
séche ou humide, en conditions psychrophile, mésophile ou thermophile), mais en France ils
fonctionnent majoritairement en conditions mésophiles (entre 34 et 42°C). Hors intervention
possible d’autres facteurs biotiques (compétitions bactériennes) ou abiotiques (pH) dont les
effets sur C. botulinum ne sont pas caractérisés, les conditions anaérobies et de température
(du moins en conditions mésophiles) dans les digesteurs ne semblent pas défavorables a la
persistance de la bactérie et de ses toxines. Les quelques études disponibles comparant la
présence de C. botulinum dans les intrants et en sortie dans les digestats n’ont pas montré un
effet assainissant vis-a-vis de cette bactérie et notamment de ses spores.

» Décontamination de '’environnement

Les possibilités de traitement des abords enherbés des batiments d’élevage et des parcours
en plein air pour les volailles sont quasiment limitées a I'application de chaux vive avant de
retourner la terre par labourage, mais aucune étude n’a été conduite jusqu’ici pour en valider
son efficacité sur les spores botuliques et leur devenir aprés enfouissement dans la terre.

Dans le cas des prairies et des terrains cultivés, aucun procédé ne permet d’éliminer les spores
introduites en surface ou dans la terre a la suite de I'épandage d’un effluent contaminé. Le
risque de botulisme doit alors étre analysé en fonction des végétaux produits (végétaux
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consommeés ou non), des espéces amenées a les consommer (humains ou animaux) et des
modalités de consommation.

3.6. Le traitement du fumier et de la litiére usagée a la chaux permet-il d’assainir
suffisamment les matiéres précitées en contact des animaux potentiellement
contaminés ?

La chaux vive (oxyde de calcium) et la chaux éteinte (hydroxyde de calcium) agissent en
augmentant I'alcalinité du milieu traité avec la possibilité d’atteindre un pH supérieur a 12. La
chaux vive se transforme en chaux éteinte au contact de I'eau en provoquant une réaction
exothermique se manifestant par une élévation de température de 45°C jusqu’a 100°C.
L’action synergique obtenue (pH > 12 et température élevée) contribue a renforcer I'action
sporicide.

La chaux est largement préconisée en élevage pour le traitement des litiéres, des sols des
batiments d’élevage en terre battue, ainsi que des fumiers, voire lisiers, eaux résiduaires. Bien
que son activité sporicide soit reconnue dans la littérature, cette activité n’est pas revendiquée
par les producteurs de chaux dans les dossiers d’AMM pérennes. En outre, il n’existe que trés
peu de données publiées sur l'efficacité de la chaux vis-a-vis des spores de C. botulinum
lorsqu’elle est utilisée sur le terrain.

S’agissant du fumier et des litieres usagées, la méthode la plus utilisée en pratique dans le
cadre de la gestion du botulisme consiste a obtenir une combustion progressive du fumier et
de la litiere usagée par meélange par strates avec de la chaux vive selon la méthode du « mille-
feuilles». Il s’agit d’'un procédé délicat a mettre en ceuvre par les risques d’incendie qu'il
génere. Ce traitement contribue a réduire le volume de I'effluent contaminé et la quantité de
cellules de C. botulinum présentes. En revanche les contrdles réalisés par le LNR montrent
que l'utilisation de la chaux vive s’avére insuffisante pour éliminer totalement C. botulinum dont
le géne codant la toxine botulique est encore détectable dans les résidus de fumier qui n’ont
pas été incinérés.

3.7. La conversion des lisiers en biogaz avec pasteurisation (70°C/1h) ou en
compostage (70°C/1h) permet-elle une destruction des spores et de la toxine ?

Conformément au reglement n°1069/2009/CE, des exigences minimales s’appliquent pour la
conversion des lisiers en compost ou en biogaz. Elles correspondent a I'étape dite de
« pasteurisation/hygiénisation », définie dans le réglement n°142/2011/CE, qui doit précéder
la digestion anaérobie, dans le cas d'une usine de production de biogaz, et qui intervient au
cours du processus de compostage dans le cas d'une usine de compostage. A cet égard, ces
établissements doivent garantir le maintien d’une température minimale de 70°C de toutes les
matiéres pendant au moins 60 minutes. Les composts et digestats soumis a ces paramétres
de conversion sont des produits dérivés transformés.

Le GT rappelle que le compostage et la digestion anaérobie ne permettent pas d’inactiver les
spores de C. botulinum. 1l convient donc ici dévaluer l'apport d'une étape de
« pasteurisation/hygiénisation » sur le devenir de C. botulinum au cours de ces opérations.

S’agissant du compostage, le respect du couple température / temps prévu, c’est-a-dire une
température minimale de 70°C de toutes les matiéres avec durée minimale de 60 minutes,
implique qu’il soit effectué dans des établissements disposant d’'un équipement spécifique de
suivi en continu et d’enregistrement des températures, et idéalement dans un réacteur de
compostage. Le respect du couple température / temps prévu apparait plus favorable a
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I’élimination de la toxine préformée et des formes végétatives de C. botulinum présentes dans
la litiere ou le fumier compostés qu’'a celle des spores. Ainsi, les quelques études et
observations de terrain suggérent que le respect du couple prévu température/temps ne
permet pas de garantir une inactivation totale des spores éventuellement présentes ni un
abattement significatif de leur nombre, méme si I'on peut s’attendre a une disparition de la
toxine et des formes végétatives.

S’agissant de la méthanisation, la mise en ceuvre du prétraitement des intrants par chauffage
a 70°C durant 1 heure implique de disposer d’'un équipement de pasteurisation en amont du
digesteur anaérobie, ce qui est rarement le cas dans les installations traitant les effluents
d’élevage. S’appuyant sur les estimations des temps de réduction décimale (D) en milieu
aqueux de C. botulinum du groupe Il effectuées a partir de données publiées par Segner et
Schmidt (1971), le GT a conclu que I'étape de pasteurisation proposée ne permettait pas
I'inactivation des formes sporulées éventuellement présentes (Dzo.c > 12h), ce qui va dans le
sens des observations conduites sur d’autres bactéries sporulées. Cette étape permet, en
revanche, l'inactivation des formes végétatives. Le GT s’interroge néanmoins sur l'effet du
choc thermique sur I'activation des spores et la possibilité, a démontrer toutefois, d’'une
éventuelle germination suivie d'une multiplication des formes végétatives lors du
refroidissement précédant I'entrée de I'effluent dans le digesteur.

3.8. Quels risques en santé publique et en santé animale lors d’épandage de
fertilisants organiques contaminés ?

Dans I'hypothése de matiére non assainie,

e « L’épandage des eaux résiduaires voire lisiers (ou fumier, litiere usagée) présente-t-il un
risque au regard de la santé des animaux notamment un risque inter-espéces ? Des
recommandations notamment sur les distances avec les élevages et I'épandage par
injection suffisent-elles ? »

e «Les opérations dépandage présentent-elles un risque au regard de la santé
humaine ? »

e « Lors de I'épandage du fumier a proximité ou sur des sols destinés a des cultures et/ou
matiéres premiéres végétales, quel est le risque pour la consommation humaine ou
animale de ces végétaux ? »

Pour répondre a ces questions, le GT a adopté une méthode qualitative d’estimation du risque
en santé animale décrite par I'Afssa en 2008. Cette méthode comporte plusieurs phases
définies sur la base d’'un schéma événementiel (Annexe 1) identifiant les diverses étapes du
cheminement du danger, représenté par les C. botulinum du groupe Il et leurs toxines, depuis
les effluents d’élevage issus d’un élevage bovin ou aviaire atteint de botulisme jusqu’aux cibles
potentiels, animaux ou humains. En conjuguant des apports de la littérature scientifique
(lorsqu’ils existaient) et les acquis de leur expérience, les experts ont collectivement procédé,
pour chaque situation envisagée, a une estimation des probabilités qualitatives de I'émission
du danger, d’exposition au danger et de contamination par C. botulinum. Les probabilités sont
notées sur une échelle de [0] a [9], correspondant aux qualificatifs « nul » a « trés élevé »
(Afssa,2008). Le niveau d’incertitude associé a chacune des probabilités a également été
qualifié de « faible », « moyen », « élevé » ou « absence de données » en fonction des
données disponibles et la présence de convergence entre experts.
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3.8.1.« L’épandage des eaux résiduaires voire lisiers (ou fumier, litiére usagée) présente-
t-il un risque au regard de la santé des animaux notamment un risque inter-
especes ? Des recommandations notamment sur les distances avec les élevages
et ’épandage par injection suffisent-ils ? »

L’épandage des effluents (y compris les eaux résiduaires contaminées) issus d’'un foyer de
botulisme aviaire ou bovin de type C, D, mosaiques C/D ou D/C, ainsi que des composts ou
des digestats qui en dérivent, peut présenter un risque au regard de la santé des espéces
animales sensibles. Différents paramétres agissent néanmoins sur ce risque, notamment la
charge microbienne, plus élevée dans les fertilisants d’origine aviaire, et le type toxinique. En
effet, certaines volailles, comme les poulets, sont peu ou pas sensibles aux types mosaique
D/C et D alors que les bovins y sont trés sensibles.

> Risque de contamination d’un élevage de bovins

Bien qu’elle soit amenée a décroitre au cours du temps, la probabilité de contamination la plus
forte [8] est celle résultant de la mise a I'herbe de bovins sur une pature fertilisée avec de la
litiere ou du fumier de volaille, y compris dans le respect des mesures de biosécurité
applicables dans les élevages de volailles, c’est-a-dire en respectant le délai de stockage de
42 jours avant épandage, d’autant que les bovins peuvent étre attirés par les effluents de
volailles. Cette probabilité est moins importante [3-7] avec le fumier de bovin. La probabilité
de contamination est en outre réduite si I'épandage d’'un fertilisant organique liquide a été
effectué par injection directe dans le sol, par un systéme a disques ou a socs.

En deuxiéme rang, et malgré un éventail assez large des probabilités de contamination [1-7],
on notera l'importance que peut revétir 'exposition des bovins a des poussiéres ou aérosols
émis a l'occasion des épandages sans enfouissement immédiat, des fertilisants d’origine
aviaire. La probabilité de contamination peut s’élever a [7] avec les produits les plus
pulvérulents lorsque les poussiéres ou aérosols poussés par le vent peuvent atteindre les sites
ou sont stationnés les bovins (aire d’exercice ouverte d’'une stabulation ou paturage). Le risque
de contamination est en revanche évalué comme plus faible lors d’épandage de fertilisants
d’origine bovine [1-5].

Se situent en troisiéme rang les fourrages enrubannés, ensilages d’herbe ou foins secs issus
de végétaux récoltés sur des prairies permanentes ou temporaires fertilisées dans les
conditions précédemment évoquées a propos des patures. Dans ce cas, la probabilité de
contamination des bovins auxquels ils sont distribués est réduite a des valeurs comprises entre
[1] et [4]. Cela suppose toutefois, en particulier pour I'enrubanné et I'ensilage d’herbe, des
précautions a la récolte (absence de cadavres de petits animaux, éviter d’incorporer de la
terre, ne pas piéger d’eau dans le fourrage, etc.) et lors de leur réalisation (acidification rapide,
avec un pH final inférieur a 5). En cas d’enrubannage ou d’ensilage mal conduits, la probabilité
de contamination des bovins nourris avec ces produits peut étre importante, jusqu’a [8].

Enfin, les probabilités de contamination de bovins ayant consommé des végétaux (cultures
fourragéres, céréales, graines oléagineuses et protéagineuses) cultivés sur des terres ou ont
été épandus des fertilisants organiques contaminés par des C. botulinum du groupe lll, se
situent dans une fourchette assez large [1-7]. Les probabilités les plus basses concernent les
végétaux produits sur des terrains fertilisés par injection ou enfouissement avant implantation
des semis, récoltés sans terre et dépoussiérés, et conservés dans de bonnes conditions
(bonne aération, non exposeés a la pluie).
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> Risque de contamination d’un élevage de volailles

Le risque de contamination le plus important touche les volailles en extérieur, notamment
lorsque le parcours est exposé aux poussieres et aérosols émis lors d’'un épandage a proximité
et sous le vent. Une fertilisation des parcours herbeux ne se justifie pas en présence des
volailles, mais peut étre réalisée, dans le cadre d’'une pratique culturale appropriée et dans le
respect des exigences réglementaires, lors de leur conception ou leur remise en état a chaque
rotation. Les probabilités de contamination se situent dans une fourchette assez large, pouvant
atteindre [7] en cas d’exposition a des poussiéres et aérosols émis lors de I'épandage de
fertilisants organiques issus de foyers de botulisme aviaire, voire [8] si le parcours a été fertilisé
avec ces mémes catégories de produits.

L’épandage des fertilisants organiques issus de foyers de botulisme aviaire ou bovin sur des
cultures destinées a I'alimentation animale (céréales, graines oléagineuses et protéagineuses,
luzerne, etc.) peut entrainer un risque de contamination des volailles (en claustration ou ayant
acceés a un parcours extérieur).

Nonobstant, les différences liées a leur sensibilité respective aux types toxiniques, les risques
de contamination des volailles sont équivalents a ceux présentés pour les bovins.

» Risque inter-espéces

Les conséquences d’épandages d’effluents issus de foyers de botulisme, quelle que soit leur
nature (effluents frais, aprés stockage durant plusieurs mois dans les conditions
réglementaires, aprés compostage ou aprés méthanisation), soulévent la question de la
dispersion des C. botulinum de type C, D, mosaiques C/D ou D/C dans I'espace agricole et du
risque de contamination inter-espéces.

Le risque principal est celui de la contamination croisée entre les élevages bovins et aviaires,
et notamment dans les élevages mixtes bovins-aviaires. Dans les élevages mixtes, le respect
de mesures de biosécurité destinées a séparer les deux activités d’élevage est essentiel (par
exemple : pas de stockage de fumier de volaille en pature, pas de mise en pature des bovins
sur les parcours de volailles, etc.).

De plus, les éleveurs de volailles ne disposent pas toujours de terrains permettant I'épandage
de la totalité des fumiers, fientes séches ou lisiers qu’ils produisent, et doivent alors rechercher
des surfaces d’épandage extérieures a leur exploitation. Il est habituel de ne pas conseiller
I'épandage de fumiers, fientes séches ou lisiers de volailles sur des patures ou des prairies de
fauche destinés aux bovins, et cela doit étre proscrit si ces effluents sont reconnus contaminés
par des C. botulinum de type C, D, mosaiques C/D ou D/C. En outre, la conversion de ces
effluents par compostage ou digestion anaérobie, sans effet assainissant vis-a-vis des spores
de C. botulinum, ne diminue pas le risque encouru.

La question du risque lié a 'épandage de matiéres organiques issues de foyers bovins ne doit
pas étre sous-estimée, notamment lorsque I'éleveur, faute de surfaces cultivables suffisantes
n’a d’autre choix que d’épandre le fumier ou le lisier sur ses prairies. Le respect des bonnes
pratiques agricoles (relatives aux épandages, a la réalisation des ensilages, etc.) est
indispensable. En cas de risque avéré, la pratique de la vaccination des bovins avec des

vaccins bivalents dirigés contre les toxines C et D est essentielle.

L’épandage avec des fertilisants organiques contaminés par des C. botulinum de type C, D,
mosaiques C/D ou D/C peut également permetire ou faciliter la contamination d’autres
espéces, petits mammiféeres ou oiseaux sauvages, dont les cadavres ou les déjections
peuvent étre une source de contamination pour les animaux d’élevages.
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» Recommandations sur les distances avec les élevages et 'épandage

L’épandage de fertilisants organiques issus de foyers de botulisme est propice a la
propagation de poussiéres et aérosols, notamment lorsque le teneur de matiéres séches est
supérieur a 70 %. Outre les caractéristiques du fertilisant organique, plusieurs paramétres
interviennent dans la dissémination des poussiéres dont le mode d’épandage, avec ou sans
incorporation dans le sol, la température, le taux d’humidité, les turbulences, la vitesse et la
direction du vent au cours de I'épandage. Il s’avére donc trés difficile de définir une distance a
faible risque entre le site d’épandage et |la position des espéces animales sensibles.

Les effluents de volailles sont particulierement incriminés dans la dispersion des spores et
formes végétatives de C. botulinum. Une observation récente en France a montré le
développement de la maladie chez des vaches dans une stabulation ouverte située a une
distance de 150 a 250 metres d’'une zone d’épandage d'un fertilisant assez pulvérulent
d’origine avicole.

Une distance supérieure a 400 m de la source d’émission des matiéres particulaires est
conseillée pour minimiser le risque de contamination de I'environnement des élevages.

L’incorporation immédiate du fertilisant dans le sol diminue (sans les supprimer) les émissions
de poussieres et aérosols et peut permettre de réduire d’'un facteur de 10 a 100 la quantité de
micro-organismes émise. Il est alors suggéré de privilégier certains équipements pour ces
épandages, comme par exemple l'utilisation de rampes munies d'injecteurs ou de sabots,
I'utilisation de rampe d'épandage équipée de tapis caoutchoutés pour plaquer le produit au sol
ou l'utilisation de jupes en toile pour les épandeurs a disque.

Le respect des bonnes pratiques d’épandage en tenant compte des conditions
météorologiques (épandages aux périodes de temps calme) est également essentiel pour
limiter le risque botulique.

3.8.2.« Les opérations d’épandage présentent-elles un risque au regard de la santé
humaine ? »

Les humains exposés aux C. botulinum de type C, D, mosaiques C/D ou D/C (et leur toxine)
présents dans les poussiéres et les aérosols émis durant I'épandage des fertilisants
organiques sont d’abord les exploitants réalisant des épandages (exposition professionnelle),
puis, en fonction des distances par rapport aux zones d’épandage et des conditions
météorologiques, les riverains (exposition accidentelle). La voie de contamination est
essentiellement liée aux possibilités d’inhalation, avec une probabilité de contamination de [1-
7], en fonction du type d’effluent. Le risque de contamination des opérateurs exposés
professionnellement est réduit par le port de vétements de protection adaptée, et notamment
de masques anti-poussieres. Le risque de contamination des riverains diminue avec la
distance par rapport au site d’épandage, dans les mémes conditions que celles précédemment
décrites pour les animaux d’élevage (distance supérieure a 400 m de la source d’émission des
matiéres particulaires). A cet égard les distances minimales entre sites d’épandage et
résidence des riverains imposeées par la réglementation ICPE notamment pour réduire les
nuisances consécutives a I'émission des odeurs (au plus 100 m pour les effluents liquides
épandus avec un matériel a palette ou a bus) sont insuffisantes pour prévenir tout risque de
contamination.

Toutefois le risque de contamination des humains par C. botulinum du groupe Il doit étre
relativisé en raison du mode d’exposition (exposition par inhalation et non par ingestion) et du
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fait de la trés faible sensibilité des étres humains aux neurotoxines C, D, mosaiques C/D et
D/C. Ainsi, le risque de développement de la maladie reste trés limité.

3.8.3.« Lors de I’épandage du fumier a proximité ou sur des sols destinés a des cultures
et/ou matiéres premiéres végétales, quel est le risque pour la consommation
humaine ou animale de ces végétaux ? »

La contamination des végétaux produits sur un sol ou ont été épandus des fertilisants
organiques ou contaminés par des poussiéres émises lors d’un épandage a proximité peut
résulter, soit du dépbt de C. botulinum en surface de la plante, soit de son internalisation dans
certaines parties de la plante. La possibilité d’une internalisation, déja décrite avec certaines
bactéries pathogénes, et bien qu’envisagée pour des C. botulinum du groupe lll, reste a
démontrer dans les conditions de terrain. Ainsi, les experts du GT ont considéré uniquement
la probabilité de contamination en surface des parties consommées du végétal. C’est le cas
des parties aériennes directement exposés au fertilisant en cas d’épandage sur la culture ou
des parties racinaires, dont la rhizosphére peut constituer un environnement favorable a la
persistance de certaines bactéries pathogénes. Leur contamination peut étre aussi
consécutive a la persistance de terre sur les bulbes et racines aprés déterrage ou, a la suite
d'un fauchage trop ras par exemple, sur les feuilles. Une contamination en surface des
végétaux par des poussiéres contenant I'agent pathogéne lors de la récolte peut étre aussi
incriminée.

Le risque pour la consommation animale de ces végétaux a été précédemment présenté. Il
est plus significatif, en élevage bovin, pour les fourrages produits sur des surfaces traitées
avec des fertilisants issus d’élevages avicoles.

Les probabilités de contamination des consommateurs humains ont été estimées de [0] pour
les produits issus de grandes cultures (cultures céréaliéres, oléagineux, betteraves sucriéres,
etc.) a [1-4] pour les productions maraichéres. Dans ce dernier cas, certaines conditions de
fertilisation réduisent le risque de contamination, a savoir : la préférence pour les composts,
I'apport des fertilisants plusieurs mois avant semis avec enfouissement et I'absence d’apport
sur légumes feuilles ou Iégumes fruits dans les semaines précédant la récolte, ainsi que les
modalités de préparation des produits (lavages).

La probabilité de contamination la plus élevée concerne les conserves de végétaux en cas de
défaut de maitrise du procédé (par exemple dans le cas de productions familiales ou
artisanales). En effet, la germination des spores, la croissance des bactéries et la production
de toxines peuvent survenir en cas de non-respect des barémes de stérilisation, de
fermentations lactiques insuffisamment acides ou lorsque des végétaux sont inclus dans des
préparations insuffisamment chauffées et/ou non réfrigérées. Malgré tout, comme
précédemment indiqué, la faible sensibilité des humains aux toxines de type C, D, mosaiques
C/D ou D/C rend le risque de développement de la maladie treés limité.

3.9. Conclusions du groupe de travail

En France, les foyers de botulisme identifiés ces 20 derniéres années dans les élevages
bovins (une dizaine de foyers détectés chaque année) et aviaires (une trentaine de foyers par
an) sont exclusivement causés par des C. botulinum du groupe lll, correspondant aux types
toxiniques C, D et mosaiques C/D et D/C. Un probléme important rencontré dans la gestion
de ces foyers concerne les possibilités de décontamination et de leur efficacité, en particulier
vis-a-vis des effluents (déjections et eaux résiduaires) d’élevage contaminés.
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Le GT souligne que les conclusions rapportées ici s’appuient sur les données peu nombreuses
de la littérature scientifique, le résultat des investigations menées, notamment par le LNR (en
appui aux équipes intervenant sur le terrain, a la suite de la détection des foyers de botulisme)
et, pour I'évaluation des risques en rapport avec les épandages des effluents contaminés, sur
une méthode qualitative d’estimation du risque en santé animale (Afssa,2008). L’interprétation
des données est toutefois limitée par les difficultés, sources d’incertitudes, rencontrées pour
la recherche de ces bactéries et leurs toxines dans les matrices environnementales, avec en
plus, pour les C. botulinum du groupe lll, y compris dans le cadre du diagnostic, 'absence de
norme et consensus méthodologique pour leur détection et leur caractérisation. S’y ajoutent
le fait que la plupart des données disponibles sont qualitatives et non quantitatives, ainsi que
la méconnaissance des quantités de C. botulinum du groupe Il et/ou de toxines devant étre
ingérées pour permettre le développement du botulisme, tant chez les animaux que chez les
humains.

Les opérations de nettoyage-désinfection des locaux et matériels contaminés, si elles
impliquent le choix d’'un désinfectant dont I'activité sporicide est validée dans le contexte d’'une
utilisation en élevage, la réalisation de deux opérations de désinfection successives et des
contréles d’efficacité montrant la disparition de la bactérie, pourraient étre assez bien
maitrisés. Le GT attire toutefois I'attention sur le fait qu’au moment de la rédaction du rapport,
il N’y a pas de produit disposant d'une AMM pérenne qui revendique une activité sporicide
dans le domaine vétérinaire (TP3), ce qui complique le choix des produits a utiliser pour la
désinfection dans les élevages atteints de botulisme.

Le GT souligne que la question de la décontamination des effluents d’élevage (élimination des
formes sporulées de C. botulinum) est encore plus problématique. En effet, les études
disponibles montrent que ni un stockage prolongé, ni le compostage, ni la méthanisation (y
compris lorsque les effluents sont soumis a I'étape d’hygiénisation/pasteurisation) ne
permettent d’obtenir un assainissement complet des effluents d’élevage issus d’'un foyer de
botulisme animal.

Quant aux procédés chimiques, le seul pour lequel des données d’efficacité sont disponibles
est le traitement a la chaux par la méthode du « mille-feuilles », préconisé notamment pour le
fumier contaminé. Cette méthode permet de diminuer le volume de I'effluent traité par effet de
combustion, diminuant ainsi indirectement la quantité de C. botulinum sans toutefois I'éliminer
totalement. En cas d’épandage d’effluents contaminés pour la fertilisation des sols, il est donc
nécessaire d’en évaluer le risque en découlant pour les animaux et les humains exposés, soit
a la suite de l'ingestion de végétaux cultivés sur les zones d’épandage, soit aprés exposition
a des poussiéres ou aérosols émis lors de ces épandages.

Il ressort d’abord, sans sous-estimer I'impact éventuel des effluents contaminés d’origine
bovine, que les fumiers, fientes et lisiers issus des foyers de botulisme aviaire sont les effluents
les plus a risques, par leur charge plus élevée en C. botulinum, et pour les effluents solides,
par leur taux d’humidité plus faible et leur structure plus propice a I'émission de poussiéres et
aérosols. Il faut garder aussi a I'esprit que les bovins sont particulierement sensibles a certains
types toxiniques, comme le type mosaique D/C auxquels certaines volailles (Gallus gallus en
particulier) sont peu ou pas sensibles, et de ce fait peuvent étre révélateurs d’une circulation
inapparente de C. botulinum dans un élevage avicole. Dans ce double contexte, les bovins en
élevage mixte bovin-aviaire sont particulierement exposés. Ainsi, afin de limiter le risque de
contamination croisée, les experts soulignent I'importance d’un nettoyage et d’'une désinfection
systématiques des matériels utilisés dans le transport et la manipulation des effluents.
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Les évaluations du GT indiquent une probabilité élevée de contamination, estimée avec une
incertitude « faible », des bovins mis a I'herbe sur une pature fertilisée avec des produits
organiques issus d’élevages avicoles contaminés, et également des bovins exposés aux
poussiéeres et aérosols émis lors d’épandages sans enfouissement immédiat ou injection de
ces produits dans le sol. De ce fait, le risque de développement du botulisme chez ces animaux
estimportant. Ce risque diminue lorsque les bovins sont alimentés avec des fourrages récoltés
et conservés dans de bonnes conditions. En aviculture, les évaluations indiquent une
probabilité élevée, estimée avec une incertitude « faible », de contamination des volailles sur
parcours, qu’elle résulte d’'un apport sur les sols de fertilisants organiques contaminés ou d’'une
exposition a des poussiéres et aérosols véhiculant la bactérie. La probabilité de contamination
liée a l'alimentation des animaux, bovins ou volailles par des végétaux issus des grandes
cultures est la plus faible, en particulier: (i) si les fertilisants ont été épandus avec
enfouissement avant réalisation des semis ou plantations, (ii) si les végétaux ont été récoltés
en limitant I'apport de terre et (iii) en recherchant en particulier pour les productions a la ferme,
des conditions de stockage des produits végétaux propres a réduire les risques de
contamination secondaire (par l'avifaune notamment) et a limiter les possibilités de
germination des spores botuliques éventuellement présentes.

La probabilité de contamination des humains peut étre assez élevée pour des opérateurs et
riverains exposés aux poussiéres et aérosols émis durant les épandages (en particulier s'il
s’agit de fertilisants issus d’élevages avicoles contaminés). Par ailleurs, du fait des pratiques
culturales, la probabilité de contamination est trés faible pour les consommateurs de produits
maraichers crus cultivés sur des sols fertilisés avec des effluents d’animaux d’élevage
contaminés par C. botulinum.

Le risque de développement du botulisme humain demeure trés limité en raison de la faible
sensibilité de I'étre humain au Clostridium de type C, D et mosaique C/D et leurs toxines, et
de la faible possibilité de développement du botulisme par inhalation.

Toutefois, le GT considére que la faible sensibilité des humains aux C. botulinum du groupe
Il ne peut justifier 'épandage de fertilisants reconnus comme contaminés par ces agents
pathogénes sur des cultures Iégumiéres.

3.10. Recommandations du groupe de travail

En réponse aux questions de la saisine et en cas de foyer de botulisme, les experts du GT
rappellent I'importance de respecter les exigences de la réglementation environnementale, et
recommandent en particulier :

e de réaliser une décontamination renforcée des élevages foyers avec l'utilisation des
produits adaptés ;

e de ne pas considérer les épandages comme un moyen d’élimination acceptable des
effluents lorsque le risque lié a leur contamination par certains agents pathogénes ne peut
étre maitrisé. En effet, les épandages des effluents d’élevage doivent étre des actes
réfléchis tenant compte de leur valeur fertilisante, du niveau de fertilité des sols et des
besoins des cultures (qui différent selon les végétaux et leur stade de croissance) ;

e sila solution de I'épandage des effluents issus du foyer de botulisme est retenue :

o de choisir un matériel d’épandage adapté (pour réduire les émissions de
poussiéres et aérosol), et de privilégier I'injection dans le sol ou I'enfouissement
immédiat des effluents contaminés ;
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o de respecter des distances suffisantes (au moins 400 métres pour les effluents
d’origine avicole) par rapport aux patures et parcours fréquentés par les animaux
d’élevage ou aux stabulations bovines ouvertes ainsi qu’aux habitations et zones
d’activité humaines ;

o de proscrire les épandages par vent fort ;

o de privilégier les épandages sur des grandes cultures et d’en exclure les prairies (y
compris si cela est possible les prairies de fauche) et les parcours ;

o de ne pas épandre de fertilisants reconnus comme contaminés par C. botulinum
sur des cultures légumiéres méme si le risque pour I'étre humain est trés limité ;
e d’encourager la vaccination des bovins dans les élevages mixtes et dans toute situation
ou ils sont exposes.

A ces recommandations s’ajoute la nécessité du port de masque anti-poussiéres pour les
opérateurs réalisant les épandages.

En complément de ces recommandations et avant de privilégier les solutions qui pourraient
étre disproportionnées et couteuses telles que lincinération ou une transformation par
stérilisation sous pression prévues par le réglement n°1069/2009/CE, il convient :

e de pallier le manque de données en favorisant les recherches afin de préciser les niveaux
de contamination des différents types d’effluents issus d’élevages contaminés par les C.
botulinum du groupe Il et leurs toxines ;

e de mieux connaitre le devenir de ces bactéries dans les sols agricoles a la suite des
épandages (dans le sens des études actuellement menées dans le cadre du projet
BOTUSOL) ;

e de définir des concentrations bactériennes maximales admissibles au-dela desquelles les
épandages devraient étre exclus ;

e de mieux étudier les méthodes de décontamination de ces effluents.

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 des CES SABA, BIOCIDES, BIORISK et EAUX et du GT « Botulisme
décontamination ».

La décontamination de locaux d’élevage contaminés peut étre efficacement réalisée par
I'application d’'une procédure renforcée de nettoyage et de désinfection, s’appuyant sur au
moins deux opérations de désinfection successives, la réalisation de contréles de leur
efficacité et I'utilisation d’'un désinfectant sporicide adapté. Toutefois, a ce jour, aucun produit
biocide sporicide, dont I'activité aurait été validée dans le contexte d’'une utilisation en élevage
(TP3), ne dispose d’'une AMM pérenne. L’Agence recommande que des actions soient
menées vers les metteurs sur le marché des produits biocides en TP3 pour éviter une situation
d'impasse a terme.

Par ailleurs, ni le stockage, ni le compostage, ni la méthanisation (y compris avec I'étape
d’hygiénisation/pasteurisation), ni le traitement a la chaux ne permettent la décontamination
des effluents d’élevage, des spores de C. Botulinum pouvant persister a I'issue de la mise en
ceuvre de ces procédés d’inactivation.

Les effluents issus d’un foyer de botulisme présentent un risque réel de contamination par
C. Botulimum et leur épandage ne devrait étre envisagé que dans des conditions particuliéres
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et n'étre mis en ceuvre que dans le respect des bonnes pratiques de I'épandage, comme
souligné dans cet avis. Un tel épandage gagnerait a étre encadré, notamment par une limite
supérieure en concentration bactérienne dans les effluents. Néanmoins les données
disponibles ne permettent pas de définir les concentrations bactériennes maximales au-dela
desquelles une telle interdiction serait nécessaire.

L’agence recommande la mise en place de projets de recherche afin de générer des données
quantitatives sur les niveaux de concentrations en formes végétatives ou sporulées de C.
botulinum de type C, D et mosaiques C/D et D/C ou en toxine botulique dans les effluents
issus des élevages foyers de botulisme. Elle recommande également que ces projets de
recherche soient menés en vue d’évaluer les doses infectantes et la forme de contamination
(spores, cellules végétatives, toxine) vis-a-vis des bovins, des volailles ou de I'étre humain.

Dr Roger Genet

MOTS-CLES

Botulisme, C. botulinum du groupe lll, bovins, volailles, sous-produits animaux, fertilisants
organiques d’origine animale, bioaérosols, nettoyage, décontamination, désinfection,
sporicides, évaluation qualitative de risque.

Botulism, C. botulinum group Ill, cattle, poultry, animal by-products, organic fertilizers of animal
origin, bioaerosols, cleaning, decontamination, disinfection, sporicides, qualitative risk
assessment.
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et Bien-étre (EPISABE), Laboratoire de Ploufragan/ Plouzané/Niort Anses — Epidémiologie,
analyse de données, santé travail.

Mme. Caroline LE MARECHAL-CONDY - Responsable du LNR botulisme aviaire,
Ploufragan/Plouzané/Niort-Anses — Botulisme aviaire et bovin, diagnostic.

Mme. Anne-Marie POURCHER - Directrice de recherche INRAE, Unité OPAALE
(Optimisation des Procédés en Agriculture, Agroalimentaire et Environnement) — Microbiologie
sanitaire, eaux et environnement.

M. Jean-Pierre VAILLANCOURT - Professeur, Université de Montréal, Faculté de médecine
vétérinaire — Epidémiologie, biosécurité, zoonoses.

RAPPORTEURS

M. Frédéric CARLIN — Directeur de recherche INRAE, UMR408 Sécurité et Qualité des
produits d'origine végétale — Université d’Avignon — Clostridium, produits végétaux, effets des
procédés, microbiologie prévisionnelle.

COMITES D’EXPERTS SPECIALISES

Les travaux, objets du présent rapport ont été suivis et adoptés par les CES suivants :
m  CES « Santé et bien-étre des animaux » (SABA)
Président

M. Gilles MEYER — Professeur, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse — Virologie,
immunologie, vaccinologie, maladies des ruminants.
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Membres

Mme Catherine BELLOC — Professeur, Oniris (Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes) —
Infectiologie, approche intégrée de la santé animale, maladies des monogastriques.

M. Stéphane BERTAGNOLI — Professeur, Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse —
Virologie, immunologie, vaccination, maladies des lagomorphes.

M. Alain BOISSY — Directeur de Recherche INRAE Clermont-Ferrand, Theix — Bien-étre
animal.

M. Henri-Jean BOULOUIS — Professeur, Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort — Bactériologie,
diagnostic de laboratoire, immunologie, vaccinologie.

M. Eric COLLIN — Vétérinaire libéral — Médecine vétérinaire, médicament vétérinaire, maladies
vectorielles, maladies a prion, épidémiologie, maladies des ruminants.

M. Jean-Claude DESFONTIS — Professeur, Oniris (Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes) —
physiologie animale, bien-étre animal, médicament vétérinaire.

Mme Maria-Eleni FILIPPITZI — Vétérinaire épidémiologiste, SCIENSANO (B) — Epidémiologie
quantitative, évaluation de risque.

M. David FRETIN — Chef de service de bactériologie vétérinaire, SCIENSANO (B) —
Bactériologie, zoonoses, diagnostic de laboratoire, LNR tuberculose en Belgique.

Mme Emmanuelle GILOT-FROMONT - Professeur, VetAgro Sup, Campus vétérinaire de
Lyon — Epidémiologie quantitative, évaluation de risque, interface faune sauvage-animaux
domestiques, maladies réglementées.

M. Etienne GIRAUD - Chargé de recherche, INRAE Toulouse - Bactériologie,
antibiorésistance, maladies des poissons.

M. Lionel GRISOT — Vétérinaire libéral — Médecine vétérinaire, médicament vétérinaire,
maladies des ruminants.

Mme Nadia HADDAD - Professeur, Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort — Infectiologie,
maladies réglementées, zoonoses.

Mme Viviane HENAUX - Cheffe d'unité adjointe, Unité épidémiologie et appui a la
surveillance, Anses Lyon — Epidémiologie quantitative, évaluation de risque.

Mme Elsa JOURDAIN — Chargée de recherche, INRAE Clermont-Ferrand, Theix — Zoonoses,
épidémiologie, interface faune sauvage-animaux domestigues.

Mme Sophie LE BOUQUIN-LENEVEU - Cheffe d’unité adjointe, Unité épidémiologie, santé et
bien-étre, Anses Ploufragan-Plouzané-Niort — Epidémiologie, évaluation de risque, approche
intégrée de la santé animale.

Mme Sophie LE PODER — Maitre de conférences, Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort —
Virologie, immunologie, vaccinologie.

Mme Elodie MONCHATRE-LEROY - Directrice du laboratoire de la rage et de la faune
sauvage, Anses Nancy — Virologie, épidémiologie, évaluation de risques, faune sauvage.

Mme Monique L’'HOSTIS — Professeur retraitée, Oniris (Ecole Nationale Vétérinaire de
Nantes) — Parasitologie, santé des abeilles.

M. Francois MEURENS — Professeur, Oniris (Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes) —
Virologie, immunologie, vaccinologie, pathologie porcine.

M. Pierre MORMEDE — Directeur de recherche émérite INRAE — Bien-étre animal, stress.
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Mme Carine PARAUD — Chargée de projet de recherche en parasitologie, Anses Ploufragan-
Plouzané-Niort — Parasitologie, maladies des ruminants.

Mme Ariane PAYNE — Chargée d’étude, ONCFS — Epidémiologie, évaluation de risque,
interface faune sauvage-animaux domestiques.

M. Michel PEPIN — Professeur, VetAgro Sup — Campus vétérinaire de Lyon — Infectiologie,
immunologie, vaccinologie, maladies des ruminants.

Mme Carole PEROZ — Maitre de conférences, Oniris (Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes)
— Infectiologie, maladies réglementées, approche intégrée de la santé animale.

Mme Claire PONSART — Chef de l'unité des zoonoses bactériennes, Laboratoire de Santé
Animale, Anses Maisons-Alfort — Bactériologie, zoonoses, diagnostic de laboratoire.

M. Claude SAEGERMAN - Professeur, Faculté de médecine vétérinaire, Université de Liege
— Epidémiologie, évaluation de risque.

Mme Gaélle SIMON — Cheffe d’unité adjointe, Unité virologie immunologie porcines, Anses
Ploufragan-Plouzané-Niort — Virologie, immunologie, maladies des monogastriques.

M. Jean-Pierre VAILLANCOURT - Professeur, Faculté de médecine vétérinaire, Université de
Montréal — Epidémiologie, biosécurité, zoonose, évaluation de risque.

m CES « Evaluation des risques biologiques liés aux aliments » (BIORISK)
Président

M. Philippe FRAVALO - Professeur, Conservatoire National des arts et métiers — Hygiene et
microbiologie des aliments, méthodes de détection, de quantification et de caractérisation des
micro-organismes, écologie des écosystémes microbiens en agro-alimentaire.

Membres

Frédéric AUVRAY — Ingénieur de recherche, Ecole nationale vétérinaire de Toulouse— Biologie
moléculaire, génétique microbienne, bactériologie.

M. Mickaél BONI — Vétérinaire en chef, Chef d’unité, Institut de recherche biomédicale des
armées — Microbiologie, hygiéne, salubrité et qualité des aliments, zoonose et infectiologie,
slreté sanitaire des aliments et de I'eau, inspection en sécurité sanitaire des aliments,
traitement et contréle sanitaire des EDCH.

M. Frédéric CARLIN — Directeur de recherche, INRAE — Bactéries sporulées, produits
végétaux, microbiologie prévisionnelle.

Mme Catherine CHUBILLEAU - Praticien hygiéniste — Chef de service — Centre hospitalier de
Niort — Epidémiologie, évaluation des risques sanitaires, hygiéne.

Mme Florence DUBOIS-BRISSONNET - Professeur, AgroParisTech — Microbiologie des
aliments, biofilms, mécanismes d'adaptation des micro-organismes au stress (conservateurs,
désinfectants).

M. Steven DURET - Ingénieur de recherche, Irstea — Modélisation, génie des procédés,
transfert thermique.

M. Michel FEDERIGHI — Professeur, Oniris (Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes) —
Microbiologie, hygiéne et qualité des aliments, analyse des dangers.

Mme Michéle GOURMELON — Chargée de recherche, IFREMER — Bactériologie, biologie
moléculaire, écologie microbienne — Campylobacter, bactéries du continuum terre-mer et
bactéries marines.
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M. Michel GAUTIER — Professeur, Agrocampus Ouest — Microbiologie et hygiéne des
aliments, biologie moléculaire, bactériophages, aliments fermentés.

M. Stéphane GUYOT — Maitre de conférences, AgroSup Dijon — Procédés de destruction des
bactéries pathogénes, mécanismes d’adaptation aux stress environnementaux.

Mme Nathalie JOURDAN-DA SILVA — Chargée de projet scientifique, Santé publique France
— Epidémiologie des maladies entériques et zoonoses.

M. Renaud LAILLER — Chef de projet, Laboratoire de sécurité des aliments, Anses —
Surveillance, Salmonella, hygiéne des aliments.

M. Bertrand LOMBARD — Chef de projet, Direction de la Stratégie et des Programmes, Anses
— Analyse microbiologique des aliments, activités de référence, normalisation.

Mme Sandra MARTIN-LATIL — Chargée de projet scientifique, Laboratoire de sécurité des
aliments, Anses — Virologie, méthodes de détection.

Mme Jeanne-Marie MEMBRE — Ingénieur de recherche, INRAE — Appréciation quantitative
du risque microbiologique, statistiques appliquées.

M. Eric OSWALD - Professeur, CHU Toulouse — Infectiologie clinique, écologie microbienne,
Escherichia coli.

M. Pascal PIVETEAU — Chercheur, INRAE — Ecologie microbienne, écologie des bactéries
pathogénes dans les agroenvironnements.

Mme Sabine SCHORR-GALINDO - Professeur, Université Montpellier — Mycologie, écologie
microbienne, biotechnologie.

Mme Nalini RAMA RAO - Directrice de recherche, INRAE — Microbiologie, interaction
héte/pathogéne, microbiote intestinal.

Mme Régine TALON — Directrice de recherche, INRAE — Microbiologie des aliments, écologie
microbienne, aliments fermentés d’origine animale.

Mme Muriel THOMAS - Directrice de recherche, INRAE — Microbiote intestinal et santé
humaine, physiologie.

Mme Isabelle VILLENA — Professeur, CHU Reims — Parasitologie, infectiologie.

m CES « Substances et produits biocides »
Président

M. Georges DE SOUSA - Ingénieur de Recherche, INRAE — Toxicologie, méthodologie in
vitro, perturbateurs endocriniens, cinétique.

Membres

M. Olivier ADAM — Dirigeant chez Hydrobio Conseil — Ecotoxicologie, produits biocides TP8.

M. Alain AYMARD - Ingénieur et enquéteur retraité de la DGCCRF — Réglementation,
classification et étiquetage.

M. Jean-Christophe CAHUZAC, vice-président — Ingénieur des Laboratoires du Ministére des
Finances, Responsable de la section de produits chimiques, biocides et substances
dangereuses — Physico-chimie, méthodes d'analyse, formulation, réglementation.

M. James DEVILLERS — Directeur de CTIS — Ecotoxicologie, QSAR, entomologie, LAV.
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M. Pierre GREVE - Professeur, Université de Poitiers — Perturbateurs endocriniens,
différenciation sexuelle, reprotoxicité (faune), microbiologie, écotoxicologie des sols, tests
comportementaux.

M. Philippe HARTEMANN - Professeur de Santé Publique retraité — Microbiologie,
désinfectants, hygiéne.

Mme Claire HELLIO — Professeur, Université de Bretagne Occidentale — Ecologie,
biotechnologie marine, biochimie marine.

Mme Dominique PESSEL — Chef d’unité, Fougeres, Anses — Physico-chimie analytique,
résidus médicaments vétérinaires, résidus de biocides désinfectants.

M. Vincent RICHARD - Ingénieur de recherche chez DIRECCTE Haute Normandie — Chimie,
risque chimique, sécurité au travail, reglementation chimique.

M. Christophe SOUMET - Ingénieur de recherche, Chef d’'unité AB2R, Fougéres, Anses —
Microbiologie, désinfectants, résistance.

m CES « Eaux »
Président

M. Gilles BORNERT — Chef de service, Groupe vétérinaire des armées de Rennes —
Microbiologie, réglementation, situations dégradées, water defense.

Vice-présidents

M. Jean-Francois HUMBERT - Directeur de recherche, UMR BIOENCO, INRAE, Paris —
Microbiologie de I'eau dont cyanobactéries, écologie microbienne.

Mme Anne TOGOLA — Chef de projet de recherche, Bureau de recherche géologiques et
miniéres (BRGM) — Micropolluants organiques, chimie analytique, eaux souterraines.

Membres

M. Jean BARON - Ingénieur de recherche, Responsable de département, Eau de Paris —
Matériaux au contact de I'eau, produits et procédés de traitement de l'eau (filieres de
traitement), corrosion.

M. Jean-Luc BOUDENNE - Professeur, Université Aix-Marseille, Laboratoire Chimie de
I'environnement — Métrologie des eaux, chimie et qualité des eaux.

M. Nicolas CIMETIERE — Enseignant chercheur, Ecole nationale supérieure de chimie de
Rennes (ENSCR) — Analyse et traitement des eaux (EDCH, micropolluants organiques).

Bruno COULOMB — Maitre de conférences, Université Aix-Marseille, Laboratoire Chimie de
'environnement — Contaminants chimiques, méthodes d’analyse, devenir des contaminants.

M. Christophe DAGOT - Professeur, Directeur de département, Université de Limoges, UMR
Inserm 1092, RESINFIT — Antibiorésistance (intégrons, génie des procédés), qualité des
effluents (antibiotiques et bactéries résistantes).

Mme Sabine DENOOZ — Expert process et qualité de I'eau, La société wallonne des eaux —
Produits et procédés de traitement de 'eau (EDCH), plans de gestion de la sécurité sanitaire
des eaux (PGSSE), expertise technique.

Mme Isabelle DUBLINEAU — Chargée de mission aupres du directeur de la radioprotection de
I'Homme, habilité a diriger des recherches (HDR), Institut de radioprotection et de sdreté
nucléaire (IRSN) — Toxicologie, radioéléments.
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M. Frédéric FEDER — Directeur de l'unité « Recyclage et risque », Centre de coopération
internationale en recherche agronomique pour le développement (CIRAD) — Géochimie,
transfert des contaminants eau/sol/plante, évaluation des risques environnementaux,
analyses des eaux, sols et végétaux, réutilisation des eaux usées traitées (REUT).

M. Matthieu FOURNIER — Maitre de conférences HDR en Géosciences, Université Rouen
Normandie — Hydrogéologie, hydrologie, EDCH, transfert et devenir des micro-organismes
dans I'environnement, modélisation, risques sanitaires.

M. Stéphane GARNAUD-CORBEL — Chargé de mission recherche « Eau, biodiversité et
aménagement urbain », Office frangais de la biodiversité (OFB) — Assainissement, gestion
intégrée des eaux pluviales, traitement des boues, utilisation d’eaux non conventionnelles.

Mme Nathalie GARREC - Ingénieur recherche expertise, Centre scientifique et technique du
batiment (CSTB) — Microbiologie de I'eau, pathogénes opportunistes, efficacité des biocides.

M. Johnny GASPERI — Chercheur, Université Gustave Eiffel — Micropolluants organiques,
eaux urbaines, eaux de surface, traitements des eaux usées.

M. Julio GONCALVES — Professeur, Centre européen de recherche et d’enseignement en
géosciences de I'environnement (CEREGE), Aix en Provence — Hydrogéologie, ressources en
eaux, transfert de contaminants dans les nappes, modélisation, recharge.

M. Jean-Louis GONZALEZ — Chercheur, HDR, Institut francais de recherche pour I'exploitation
de la mer (IFREMER) — Milieu marin, contaminants chimiques, spéciation, modélisation,
échantillonnages passifs.

M. Olivier HORNER — Directeur de la Formation, Ecole nationale supérieure de chimie de
Paris (ENSCP), Chimie ParisTech — Chimie de I'eau, traitement des eaux.

M. Michel JOYEUX — Professeur retraité — Médecine, toxicologie, évaluation quantitative du
risque sanitaire, méthodes d’analyse des dangers, chimie de I'eau, produits et procédés de
traitement des EDCH, santé environnement.

M. Jérobme LABANOWSKI — Chargé de recherche, CNRS, Université de Poitiers, UMR CNRS
7285 IC2MP, Ecole Nationale Supérieure d’Ingénieurs de Poitiers — Qualité des effluents,
biofilm en riviere, sédiments, devenir des contaminants effluents-riviére.

Mme Sophie LARDY-FONTAN — Chef de projet en métrologie, LNE, Paris — Métrologie, chimie
analytique, micropolluants, ultratraces, assurance qualité/contréle qualité (QA/QC).

Mme Francgoise LUCAS — Enseignant-chercheur, Université Paris-Est Créteil — Virologie,
écologie microbienne, indicateurs de contamination fécale, bactériophages, mycobactéries,
virus entériques, eaux usées et pluviales.

M. Christophe MECHOUK — Chef de division « Etudes et construction », Service de l'eau de
la ville de Lausanne — Ingénierie de I'eau (eau potable, eaux usées, eau de process, piscine),
traitement de I'eau (procédés), physico-chimie et microbiologie de I'eau, micropolluants.

M. Laurent MOULIN — Responsable du département recherche et développement, eau de
Paris — Microbiologie, virologie, traitements de désinfection, amibes.

M. Damien MOULY - Epidémiologiste, responsable d’unité en charge de surveillance des
épidémies d’origine hydrique, Santé Publique France — Risques infectieux, risques chimiques,
PGSSE, épidémiologie, évaluation des risques sanitaires, expologie, surveillance, alerte.

Mme Fabienne PETIT — Professeur, Université de Rouen, UMR CNRS M2C — Ecologie
microbienne, Evaluation du risque microbiologique dans les milieux aquatiques.
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Mme Catherine QUIBLIER — Maitre de Conférences HDR, Université Paris Diderot, Museum
National d’Histoire Naturelle — Ecologie et toxicité des cyanobactéries planctoniques et
benthiques, surveillance.

Mme Pauline ROUSSEAU-GUEUTIN — Enseignante chercheure, Ecole des hautes études en
santé publique (EHESP) — Hydrogéologie, hydrologie, transferts des contaminants, périmétres
de protection de captage, PGSSE.

Mme Marie-Pierre SAUVANT-ROCHAT - Professeur, Université Clermont-Auvergne, Faculté
de Pharmacie, Clermont-Ferrand — Santé publiqgue et environnement, épidémiologie,
évaluation de risques sanitaires.

Mme Michéle TREMBLAY — Docteur en médecine spécialiste en santé communautaire,
Médecin conseil en santé au travail et en maladies infectieuses, Institut de santé publique du
Québec, Direction de santé publique de Montréal — Santé travail, microbiologie de I'eau.

PARTICIPATION ANSES

Coordination scientifique

Saisine transversale ayant impliqué les unités ci-dessous :

m Direction de I'évaluation des risques (DER) — Unité d'évaluation des risques liés au bien-
étre, a la santé et a l'alimentation des animaux, et aux vecteurs (UBSA;V)

- Mme Charlotte DUNOYER — Cheffe d’unité jusqu’en décembre 2021

Mme Florence ETORE — Cheffe d’unité

M. Ali JAFFAL — Coordinateur scientifique

Mme Nibangue LARE- Coordinatrice scientifique jusqu’en décembre 2021

m DER — Unité d’évaluation des risques liés aux aliments (UERALIM)

- Mme Pauline KOOH — Cheffe de projets scientifiques
m  DER - Unité d’évaluation des risques liés a I'eau (UERE)

- Mme Carole CATASTINI- Cheffe de projets scientifiques

m Direction de I'évaluation des produits réglementés (DEPR) — Unité d'évaluation de
I'Efficacité des Biocides (U2EB)

- Mme Nabila HADDACHE- Cheffe de projets scientifiques

Contribution scientifique

Mme Isabelle ATTIG — Cheffe d’'unité — Direction de I'évaluation des produits réglementés
(DEPR) — Unité d'évaluation de I'Efficacité des Biocides (U2EB).

M. Jean-Rémi DUMENIL — Référent Péle Matiéres Fertilisantes et Supports de Cultures —
Direction de I'évaluation des produits réglementés (DEPR) — Unité de Coordination des
Intrants du Végétal (UCIV).

Secrétariat administratif

M. Régis MOLINET- Anses
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AUDITION DE PERSONNALITES EXTERIEURES

Direction Départementale en charge de la Protection des Populations des Cotes
d’Armor

M. Yann VILLAGGI — Chef de service surveillance sanitaire et protection animales - DDPP
Cétes d’Armor.

Direction Générale de I’Alimentation (DGAL)

Mme Christéle MATHONIERE — Chargée d’étude des sous-produits animaux au Bureau de la
Prévention des Risques Sanitaires en Elevage (BPRSE) - DGAL.

GDS Bretagne

M. Grégoire KUNTZ — Vétérinaire-conseil (référent technique botulisme) a GDS Bretagne et
Innoval.

M. Félix MAHE — Référent technique (aviculture et pisciculture et biosécurité en élevages) a
GDS Bretagne et Innoval.
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1 Contexte, objet et modalités de réalisation de
I’expertise

1.1 Contexte

Le botulisme est une maladie neurologique humaine et animale, le plus souvent d’origine
alimentaire, provoquée par l'action de neurotoxines bactériennes (toxines botuliques)
produites par la bactérie Clostridium botulinum et qui se manifeste par une paralysie flasque
pouvant aller jusqu’'a la paralysie respiratoire et I'arrét cardiaque. Neuf types! toxiniques,
répartis en une quarantaine de sous-types, sont actuellement connus.

En France, le botulisme animal affecte essentiellement les oiseaux (sauvages et domestiques)
et les bovins. Chez les volailles, on recense annuellement vingt a trente foyers,
majoritairement dus aux types mosaique C/D (élevages de poulets de chair et de dindes) suivi
de D et mosaique D/C (uniguement dans les élevages de dindes). Chez les bovins, 'incidence
sur les 10 derniéres années est en moyenne d’une dizaine de foyers par an et les épisodes
de botulisme sont dus aux types mosaique D/C (majoritaire), C, mosaique C/D et rarement D.

Les pertes en élevage liées a ces foyers et les interrogations sur leurs conséquences dans le
domaine de la santé publique ont amené les pouvoirs publics a réglementer le botulisme
animal en l'intégrant dans la liste des dangers sanitaires de premiere catégorie pour les
especes animales (arrété du 29 juillet 2013)2. Aujourd’hui, cette maladie figure dans une liste
des maladies animales réglementées d’intérét national en application de l'article L. 221-1 du
code rural et de la péche maritime (arrété du 03 mai 2022)3. Pour autant, aucune mesure de
police sanitaire de portée générale n’a été édictée a ce jour pour gérer les foyers de botulisme
animal, et chacun est géré au cas par cas par la direction départementale en charge de la
protection des populations (DDPP) concernée, et par la Mission des Urgences Sanitaires
(MUS) de la Direction Générale de I'Alimentation (DGAL).

Jusqu’a présent, ces services se sont appuyés sur : un rapport sur le botulisme animal publié
par I'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments (Afssa 2002) et un avis rendu en
janvier 2009 sur un projet (par la suite abandonné) d’arrété fixant des mesures techniques et
administratives relatives a la lutte contre le botulisme aviaire (Afssa 2009b). Afin de pouvoir
disposer de données actualisées et déterminer des mesures de gestion adaptées aux
particularités du botulisme des type C, D et mosaiques C/D ou D/C, la DGAL a saisi I'’Agence
nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail (Anses) a la
fin du mois de juin 2019 via quatre saisines (saisines 2019-SA-0112 a 2019-SA-0115)%.

1 Le terme toxinotype peut étre utilisé et a la méme signification.

2 Arrété du 29 juillet 2013 relatif a la définition des dangers sanitaires de premiére et deuxiéme catégorie pour les
especes animales. Cet arrété, aujourd’hui abrogé, était devenu obsoléte depuis I'entrée en application, au
21/04/2021, du réglement (UE) 2016/429 du Parlement européen et du Conseil (« animal health law » ou « Loi
santé animale »), qui définit une liste de maladies animales transmissibles vis-a-vis desquelles s’appliquent les
mesures de surveillance, de prévention et/ou de lutte prévues par ce réglement. Or, le botulisme animal n’a pas
été retenu dans cette liste.

3 Arrété du 03 mai 2022 listant les maladies animales réglementées d’intérét national en application de l'article L.
221-1 du code rural et de la péche maritime. Le botulisme animal figure dans 'annexe |l de cet arrété. Cette annexe
destinée a étre abrogée, réunit des maladies dont les mesures de surveillance, de prévention et/ou de lutte ne sont
que transitoirement placées sous l'autorité de I'Etat.

4 2019-SA-0112 : évaluation des mesures de maitrise en filiere bovine lors de la détection de cas de botulisme;
2019-SA-0113 : décontamination et gestion des sous-produits d’élevage lors des cas de botulisme bovin et aviaire;
2019-SA-0114 : évaluation des mesures de maitrise en filiére avicole lors de la détection de cas de botulisme;
2019-SA-0115 : mesures de gestion de cas de botulisme dans la faune sauvage.
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1.2 Objet de la saisine

La présente saisine porte sur I'évaluation des risques relatifs aux mesures de décontamination
et de gestion des sous-produits animaux (SPAnN) dans les foyers de botulisme bovin et aviaire.
Les demandes et questions posées par la DGAL dans sa lettre de saisine sont les suivantes :

e « Actualisation des données sur les méthodes et les procédés d’inactivation des formes
végeétatives et sporulées de C. botulinum ainsi que sur la résistance et la persistance
des spores dans les sols ».

o « Le traitement du fumier et de la litiere usagée a la chaux permet-il d’assainir
suffisamment les matiéres précitées en contact des animaux potentiellement
contaminés ? »

e « La conversion des lisiers en biogaz avec pasteurisation (70°C/1h) ou en compostage
(70°C/1h) permet-elle une destruction des spores et de la toxine ? »

¢ Dans I'hypothése de matiére non assainie :

o « L’épandage des eaux résiduaires voire lisiers (ou fumier, liti€re usagée) présente-
t-il un risque au regard de la santé des animaux notamment un risque inter-
espéces ? Des recommandations notamment sur les distances avec les élevages
et 'épandage par injection suffisent-elles ? »

o «Les opérations d’épandage présentent-elles un risque au regard de la santé
humaine ? »

o « Lors de I'’épandage du fumier a proximité, ou sur des sols destinés a des cultures,
et/ou matieres premiéres végétales, quel est le risque pour la consommation
humaine ou animale de ces végétaux ? »

Aprés contact et discussion avec la DGAL, I'appellation « eaux résiduaires » fait référence a
des eaux issues d’un élevage identifié comme foyer de botulisme animal, non relié au réseau
de collecte des eaux usées et sans station de traitement des eaux usées (STEU) propre. Les
abattoirs et autres établissements agroalimentaires ne sont pas concernés.

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L'’Anses a confié linstruction de cette saisine au groupe de travail « Botulisme
décontamination », rattaché aux comités d’experts spécialisés SABA, BIOCIDES, BIORISK et
EAUX.

Dans un premier temps, Le GT a décidé de travailler sur une actualisation des données sur la
résistance et la persistance de C. botulinum types C, D, mosaiques C/D, D/C dans I'espace
agricole ainsi que sur les méthodes et les procédés d’inactivation des formes végétatives et
sporulées de C. botulinum et I'appréciation de leur efficacité. Ce travail a été réalisé en
s’appuyant sur la mise a jour des connaissances effectuée par le GT « Groupe socle
botulisme » (Anses 2021a), complétée par une recherche bibliographique. Dans un second
temps, les questions relatives a I'évaluation de risque ont été traitées selon la méthode
qualitative d’estimation du risque en santé animale développée par I'Afssa (2008).

Les travaux d’expertise du groupe de travail ont été présentés régulierement aux CES (tant
sur les aspects méthodologiques que scientifiques) : SABA (12 octobre, 14 décembre 2021, 8
février, 5 avril et 10 mai 2022) ; BIORISK (12 octobre 2021 et 6 avril 2022) ; BIOCIDES (31
mars 2022) et EAUX (11 janvier et 5 avril 2022). lls ont été adoptés par le CES SABA réuni le
10 mai 2022. Le rapport produit par le groupe de travail tient compte des observations et
éléments complémentaires transmis par les membres des CES.
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Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.
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) ».

1.4 Prévention des risques de conflits d’intéréts

L’Anses analyse 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 dintéréts des experts sont publiées sur le site internet
https://dpi.sante.gouv.fr/.
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2 Introduction : effluents d’élevage (définitions,
reglementation)

Les questions posées dans la présente saisine concernent les mesures de gestion des
effluents des élevages de volailles et de bovins atteints de botulisme, et I'évaluation des
risques sanitaires liés a leur épandage sur les sols, en tant que fertilisants organiques®.

Il apparait donc nécessaire de rappeler ce que recouvre I'appellation « effluents d’élevage »,
et de présenter succinctement la réglementation relative au stockage et a I'épandage de ces
effluents.

2.1 Effluents d’élevage

Dans la réglementation relative aux installations classées pour I'environnement (ICPE) (voir
section 2.2.1.1), les « effluents d'élevage » sont définis comme les déjections liquides ou
solides, les fumiers, les eaux de pluie qui ruissellent sur les aires découvertes accessibles aux
animaux, les eaux usées et les jus (d'ensilage par exemple) issus de l'activité d'élevage.

En conformité avec cette définition, au sein des effluents d’élevage dans ce travail, le GT a
distingué : les déjections animales (excréments et/ou urines) avec ou sans litiere et les eaux
résiduaires.

2.1.1 Déjections des animaux, avec ou sans litiere

En élevage bovin, on distingue :

¢ les fumiers compacts, trés pailleux, obtenus notamment en cas de stabulation sur litiére
accumulée ;

e les fumiers mous obtenus aprés raclage des bouses sur les aires d’exercice sans
caillebottis, évacués sur fumiere avec récupération des jus (purins) ;

e le purin, mélange d’'urine et d’eau qui s’écoule du fumier lors de son stockage ou des
aires d’exercice bétonnées non couvertes, en particulier lors d’événement pluvieux ;

¢ le lisier qui correspond a un mélange liquide d’excréments et d’urines des animaux,
éventuellement associés a des eaux résiduaires (par exemple eau de lavage de salle et
de matériel de traite), des débris d’aliments et de litiere non paillée (par ex. sciure, extrait
sec de phase solide de lisier recyclé), obtenu notamment en cas de stabulation sur
caillebottis.

En élevage avicole, on distingue, selon les catégories de volailles et le mode d’élevage :

e le fumier (de poulets, dindes, pintade, etc.), qui correspond au mélange des déjections
des animaux et de leur litiere (paille, copeaux de bois, etc.) sorti des locaux d’élevage
apres le départ des volailles vers un établissement d’abattage ;

¢ les fientes de poules pondeuses, humides a séches selon que I'élevage dispose ou non
d'un procédé de séchage (les fientes composées de plus de 65 % de matieres séches

5 On distingue habituellement les amendements, minéraux basiques et organigues, qui exercent une action sur les
propriétés physiques, chimiques et biologiques du sol, et les engrais, destinés a améliorer l'alimentation des
cultures et renfermant des éléments nutritifs majeurs (azote, phosphore, potassium), secondaires (soufre,
magnésium, calcium et sodium) et mineurs (ou micro- ou oligoéléments).
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(MS) étant considérées comme séches) ; les éleveurs peuvent se limiter a un pré-
séchage, le séchage pouvant étre effectué dans un autre établissement ;

¢ le lisier de canards ou de poules pondeuses (effluent liquide).

On notera que dans le reglement n°1069/2009/CES, le « lisier » est défini comme « tout
excrément et/ou urine d’animaux d’élevage autres que les poissons, avec ou sans litiére ». En
pratique, il est habituel de considérer comme lisier les déjections animales comportant au
moins 85 % de liquide, ou sur le plan réglementaire, les déjections liquides avec ou sans litiere
qui peuvent étre pompées.

La diversité des types d’effluents est un point important. En effet, les spécificités de chaque
type (quantités de carbone et d'azote, de phosphore, de potassium, teneur en eau, etc.) ont
des conséquences sur leurs modalités de stockage ; elles conditionnent aussi leur emploi
comme fertilisants en fonction du besoin des cultures et selon les zones d’épandage (voir
section 2.2.1.2). Certains de ces effluents peuvent étre convertis en biogaz et en résidus
(digestats) valorisables en agriculture. Par ailleurs, les fumiers peuvent étre également
transformés en compost.

2.1.2 Eaux résiduaires des élevages

Les eaux résiduaires’, en sens commun, désignent les eaux usées, dont l'origine peut étre
domestique, industrielle ou agricole.

Les eaux résiduaires (ici les eaux usées agricoles) correspondent en élevage a diverses
catégories d’effluents :

e au mélange des eaux de lavage de la salle de traite (dites « eaux vertes ») et du matériel
de traite (dites « eaux blanches ») ;

e au mélange de déjections et d’eau de pluie qui ruissellent sur des aires non couvertes
accessibles aux animaux (dites « eaux brunes ») ;

e ainsi qu'aux eaux provenant du lavage/nettoyage des locaux d’élevage et du matériel
(dites « eaux grises »).

Les eaux résiduaires doivent normalement étre évacuées et collectées dans des ouvrages de
stockage et de traitement conformes a la réglementation (voir section 2.2.1). Dans les
batiments équipés d’'un sol bétonné (par exemple en élevage bovin : les aires de raclage des
bouses, aires d’alimentation, etc.), les eaux de lavage peuvent étre assez aisément
repoussées vers les fosses de stockage des autres effluents liquides (lisiers, purins, etc.) de
I'exploitation avec lesquelles elles sont mélangées. Lors d’élevage sur caillebotis (bovins par
exemple), elles sont collectées dans les fosses a lisier sous les caillebotis. En 'absence de
fosse de stockage, ce qui est le cas de nombreux élevages de volailles sur litiére, les eaux de
nettoyage des surfaces bétonnées issues des opérations de nettoyage-désinfection réalisées
en fin de bande peuvent étre dirigées vers un dispositif de stockage provisoire. En revanche,
si le sol est en terre battue, les eaux sont difficlement récupérables car elles s'infiltrent dans
le sol.

6 Réglement (CE) n° 1069/2009 du Parlement européen et du Conseil du 21 octobre 2009 établissant des regles
sanitaires applicables aux sous-produits animaux et produits dérivés non destinés a la consommation humaine et
abrogeant le reglement (CE) n° 1774/2002 (réglement relatif aux sous-produits animaux).

7 Définitions tirées du « Glossaire eau, milieux marins et biodiversité » édité sur le site « www.glossaire-eau.fr »
créé et géré par I'Office International de I'Eau (OiEau) :

http://www.glossaire-eau.fr/sites/default/files/glossaire_eau_biodiv_fr_20210324.pdf?v=1616582636
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Méme lorsqu’elles ne sont pas mélangées a d’autres effluents, les eaux résiduaires peuvent
étre épandues comme fertilisant, en tenant compte de leur charge en matiere organique. Dans
certaines exploitations, les eaux résiduaires peuvent aussi étre évacuées vers le réseau
d’assainissement communal (sous réserve de l'autorisation de la collectivité gérant les
ouvrages d’assainissement).

2.2 Réglementation environnementale et sanitaire relative aux
effluents

Le stockage ou I'épandage des effluents issus d’élevages bovins et aviaires pour la fertilisation
des sols, doivent répondre a une réglementation environnementale et une réglementation
sanitaire.

2.2.1 Réglementation environnementale

2.2.1.1 Définition du cadre réglementaire

En France, les conditions de stockage et d’épandage des effluents d’élevages sont soumises
aux prescriptions du Réglement Sanitaire Départemental (RSD) pour les plus petites
exploitations et, pour les autres, a la réglementation des installations classées pour la
protection de I'environnement (ICPE)®. Les objectifs principaux étant la protection de la
ressource en eau et des tiers (voisinage), les exploitations relevant de ce cadre réglementaire
sont soumises a déclaration, enregistrement ou autorisation, selon le type d’élevage et le
nombre maximum d’animaux présents simultanément sur I'exploitation agricole (Tableau 1).

En application de la directive européenne concernant la protection des eaux contre la pollution
par les nitrates d’origine agricole®, des programmes d'action (nationaux et régionaux) sont
définis et rendus obligatoires sur les zones ou la pollution des eaux par le rejet direct ou indirect
de nitrates d’origine agricole et d’autres composés azotés susceptibles de se transformer en
nitrates menace la qualité des milieux aquatiques et plus particulierement I'alimentation en eau
potable, dites « vulnérables ». Cette réglementation'® s’applique pour tout élevage (RSD ou
ICPE) situé en zone vulnérable.

8 Arrétés du 27/12/13 relatifs, respectivement, aux prescriptions générales applicables aux installations classées
pour la protection de I'environnement soumises a déclaration sous les rubriques nos 2101-1, 2101-2, 2101-3, 2102
et 2111, aux installations relevant du régime de I'enregistrement au titre des rubriques nos 2101, 2102 et 2111 de
la nomenclature des installations classées pour la protection de I'environnement, et aux installations relevant du
régime de l'autorisation au titre des rubriques n° 2101, 2102, 2111 et 3660 de la nomenclature des installations
classées pour la protection de I'environnement.

9 La directive européenne n° 91/676/CEE du 12 décembre 1991, dénommée « directive nitrates », vise a protéger
les eaux contre la pollution par les nitrates d’origine agricole. Elle impose aux Etats Membres de fixer des
programmes d’actions applicables dans les zones vulnérables.

10 Arrété du 19 décembre 2011 modifié relatif au programme d'actions national & mettre en ceuvre dans les zones
vulnérables afin de réduire la pollution des eaux par les nitrates d'origine agricole.

Version finale page 23/ 155 Mai 2022



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0113 »

Tableau 1 : Seuils conditionnant I’affiliation des élevages de bovins et de volailles au réglement sanitaire
départemental (RSD) ou a laréglementation des installations classées pour la protection de
I’environnement (ICPE)

ICPE
Elevages RSD
Déclaration Enregistrement Autorisation
Vaches laitieres < 50* 50 a 150 151 & 400 > 400
] Vaches allaitantes <100 =100 - -
Bovins
Veaux de boucherie
<50 50 a 400 401 a 800 > 800
Bovins d’engraissement
Volailles Equwalenlts animaux ou <5000 5000 a 30000 30 001 & 40 000 > 40 000
nombre d’emplacements <
(Equivalents
(Emplacements) animaux)* (Emplacements) |(Emplacements)

* : nombre maximum d’animaux présents simultanément sur 'exploitation agricole

** . Selon le cas, les volailles sont comptées soit en animal-équivalent (les poules, poulets, faisans, pintades
comptent pour un animal-équivalent, les canards pour 2 animaux-équivalents, les dindes et oies pour 3 animaux-
équivalents) soit en emplacements (1 animal = 1 emplacement)*.

2.2.1.2 Principales prescriptions applicables aux exploitations bovines et aviaires

Ces prescriptions concernent les batiments d'élevage et leurs annexes, la collecte et le
stockage des effluents d'élevage ainsi que leur épandage et leur traitement.

Nous retiendrons, les obligations de distance de l'implantation des locaux d’élevage qui sont
de 100 metres de lieux occupés par des tiers et de zones de loisirs (stades, terrains de
camping, etc.) ; de 35 métres des puits, sources, rivieres ou toute installation de stockage
d’eaux, destinées a la consommation humaine ou a l'arrosage des cultures maraichéres.
Diverses dispositions relatives aux constructions (nature des sols des batiments d’élevage,
pentes et étanchéité des caniveaux ou canalisations, etc.) visent a limiter les infiltrations des
effluents dans le sol, y compris les eaux de nettoyage nécessaires a l'entretien des batiments
et des annexes, et les eaux susceptibles de ruisseler sur les aires bétonnées. Ces dispositions
visent a faciliter 'évacuation de ces eaux résiduaires vers les équipements de stockage et de
traitement. Pour I'élevage de volailles en parcours, toutes les précautions doivent étre prises
pour éviter I'écoulement direct de boues et d'eau polluée vers les cours d'eau, le domaine
public et les terrains des tiers.

Dans les zones vulnérables, des normes renforcées s’appliquent aux fumiéres, aux fosses a
lisier, a la récupération des eaux résiduaires et au stockage en champ.

Hors zone vulnérable, la capacité minimale de stockage, y compris de la fosse, sous les
animaux dans les batiments sur caillebottis et, le cas échéant, sur une parcelle, doit permettre
de stocker la totalité des effluents produits pendant 4 mois minimum. Cette capacité minimale
de stockage est augmentée dans les zones vulnérables. A cet égard, les effluents sont
différenciés selon leur contenu en matieére organique (évalué par le rapport entre les quantités
de carbone et d'azote C/N). Les fertilisants organiques de type | (C/N > 8) concernent les
fumiers de ruminants et les composts, alors que les fertilisants de type Il (C/N < 8) concernent
les fumiers de volailles, les déjections animales sans litiere (lisiers et fientes de volailles), les
eaux résiduaires et les digestats bruts de méthanisation. Les périodes d’épandage autorisées

11 cf. Rubrique ICPE 2111. Volailles, gibier a plumes (activité d'élevage, vente, etc.), a I'exclusion d'activités
spécifiques visées a d'autres rubriques.
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sont plus restreintes pour les fertilisants de type Il (en raison de leur teneur importante en
azote), exigent donc des capacités plus importantes de stockage (jusqu’a 7 mois pour les
effluents de volailles).

Hors zone vulnérable, les fumiers compacts non susceptibles d’étre sujets a des écoulements
peuvent étre stockés ou compostés'? sur une parcelle d'épandage, aprés un stockage
préalable de deux mois sous les animaux (litiere accumulée) ou sur une fumiére. Les fumiers
avicoles non susceptibles d’écoulement et les fientes de volailles de plus de 65 % de MS
peuvent étre directement stockés au champ, en étant couverts par une bache. Ces conditions
sont renforcées en zone vulnérable : le volume du dépét doit étre adapté a la fertilisation des
flots culturaux récepteurs ; le tas ne doit pas étre présent au champ du 15 novembre au 15
janvier (sauf sur prairie ou dans certaines conditions*®). La durée de stockage au champ est
limitée & dix mois (neuf mois en zone vulnérable) et le retour sur un méme emplacement ne
peut intervenir avant un délai de 3 ans. Le stockage des fumiers en bord de champ doit
respecter les obligations de distance, en particulier avec les habitations des tiers (100 metres)
ou avec les puits, sources, rivieres (35 métres).

Les normes relatives a I'épandage sur des terres agricoles des effluents d'élevage, bruts ou
traités, concernent la période d’épandage et les distances a respecter vis-a-vis de tiers et
autres éléments de I'environnement (points de préléevements d’eau, cours d’eau, etc.). Pour
les élevages soumis a enregistrement ou autorisation, ces épandages doivent respecter un
plan d'épandage établi aprés une étude d’impact.

L’épandage est néanmoins interdit dans les situations suivantes : sur sol non cultivé!*, sur les
cultures de légumineuses sauf exceptions®®, sur les sols inondés ou détrempés, sur les sols a
pente importante pendant les périodes de fortes pluviosités (sauf s'il est mis en place un
dispositif prévenant tout risque d'écoulement et de ruissellement vers les cours d'eau).
L’épandage par aéro-dispersion est aussi interdit, sauf pour les eaux issues du traitement des
effluents d'élevage.

Dans les zones vulnérables, les apports azotés organiques ou minéraux doivent tenir compte
de la nature des terrains, de la rotation des cultures et correspondre aux besoins de celles-ci.
A léchelle annuelle et pour chaque exploitation, I'apport d’azote par épandage d’effluents
d'élevage doit tenir compte de référentiels régionaux définis par arrété préfectoral. Des
programmes d'actions régionaux définissent ainsi un calendrier des périodes d'épandage qui
doit étre respecté. Ainsi les fertilisants organiques de type Il ne peuvent pas étre épandus
entre le 15 novembre et le 15 janvier sur une prairie permanente, et entre le 1°" octobre et le
31 janvier sur les cultures semées a I'automne ou en fin d'été (autres que colza).

Les distances d’épandage et les délais d’enfouissement sont fixés en fonction des catégories
d’effluent et de la localisation des habitations habituellement occupées par des tiers et des
zones de loisirs (Tableau 2). Des distances sont aussi définies par rapport aux cours d’eau

12 Les fumiers compacts peuvent étre compostés en bord de champ, en respectant certaines prescriptions
(retournements, relevé de températures...). Au-dela d’'une certaine quantité, cette activité doit étre déclarée,
enregistrée ou autorisée au titre des ICPE (rubrique 2780). Les composts sont élaborés, préalablement a leur
épandage, dans les conditions suivantes : les andains font 'objet d’au minimum deux retournements ou d'une
aération forcée, et la température des andains est supérieure a 55°C pendant quinze jours ou a 50°C pendant six
semaines.

13 Sj le tas est déposé sur un lit d'environ 10 centimétres d'épaisseur de matériau absorbant dont le rapport C/ N
est supérieur a 25 (comme la paille) ou en cas de couverture du tas.

14 Sols non cultivés : les sols non cultivés sont des surfaces non utilisées en vue d'une production agricole. Toute
surface qui n'est ni récoltée, ni fauchée, ni paturée pendant une campagne culturale est considérée comme un sol
non cultivé.

15 La fertilisation azotée est autorisée sur luzerne et sur les prairies d'association graminées-légumineuses.
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permanents et aux plans d’eau (35 m pour les ICPE, réduits a 10 m si une bande tampon
enherbée de 10 m est en place), ainsi qu’aux puits, forages et captages d’eau (50 m pour les
ICPE).

Tableau 2 : Distances d’épandage et délais d’enfouissement des effluents d’élevage (élevages relevant
des ICPE) vis-a-vis des habitations habituellement occupées par des tiers et des zones de loisirs.

Catégories d’effluents Distances minimales Délais
d’épandage d’enfouissement
Composts 10 m Aucun
Fum|e,rs de bgvms (et porqns) compacts 15m 24 h
stockés au minimum depuis 2 mois
Autres fumiers, fientes 50 m 12 h

Lisiers et purins )
. . ) i 50 m (rampe, pendillards)
Effluents d’élevage apreés traitement atténuant L .
15 m (injection directe)

les odeurs 12 h
Digestats de méthanisation 100 m (materiel a palette
ou a buse)
Eaux blanches et vertes
Autres cas 100 m 12 h

Notons que les épandages sur terres nues doivent étre suivis d'un enfouissement dans les
vingt-quatre heures pour les fumiers de bovins (et de porcs) compacts non susceptibles
d'écoulement, dans les douze heures pour les autres effluents d'élevage (effluents avicoles,
par exemple) ou les matiéres issues de leur traitement. Ces prescriptions ne s’appliquent pas
aux composts.

2.2.2 Réglementation sanitaire

2.2.2.1 Définition du cadre réglementaire

Les « lisiers », définis comme « les excréments et/ou urines d’animaux d’élevage avec ou sans
litiere » sont identifiés dans le reglement n°1069/2009/CE (complété par le réglement n°
142/2011/CE*) comme des « matiéres de catégorie 2 »'”. Ces SPAn sont, a ce titre, soumis
a des régles sanitaires destinées a prévenir ou a minimiser les risques qu’ils comportent pour
la santé publique et la santé animale, notamment en vue de préserver la sécurité de la chaine
alimentaire, y compris lors d’usage pour la fertilisation des sols. Ces dispositions sont reprises

16 Reglement (CE) n° 142/2011 de la Commission du 25 février 2011 portant application du réglement (CE) n°
1069/2009 du parlement européen et du Conseil établissant des régles sanitaires applicables aux sous-produits
animaux et produits dérivés non destinés a la consommation humaine et portant application de la directive 97/78/CE
du Conseil en ce qui concerne certains échantillons et articles exemptés des contrdles vétérinaires effectués aux
frontieres en vertu de cette directive.

17 Les matieres de catégories 2 correspondent aux cadavres de monogastriques, cadavres de ruminants non
suspects ou non atteints d’'EST (encéphalopathies spongiformes transmissibles) ne contenant pas de matieres a
risque spécifié, tissus et organes saisis pour motifs autres que les EST, matiéres contenant des résidus de
médicaments vétérinaires ; pouvant véhiculer de maladie transmissible a ’'Homme ou I'animal et sous-produits
d’animaux écartés de la consommation humaine pour motif autre que sanitaire, sous-produits de ruminants négatifs
aux tests de dépistage EST. Les lisiers et le contenu de I'appareil digestif des animaux sont rattachés aux matiéres
de catégorie 2.
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et précisées sur le plan national dans I'arrété ministériel du 9 avril 20188, On notera que le
reglement n°1069/2009/CE ne s’applique pas aux eaux résiduaires.

2.2.2.2 Principales prescriptions applicables aux exploitations bovines et aviaires

Le réglement n°1069/2009/CE impose des conditions pour I'élimination et l'utilisation des
« matieres de catégorie 2 ». Ainsi, aprés leur transformation par une stérilisation sous
pression®®, elles peuvent étre (i) incinérées ou enfouies comme déchets dans une décharge
autorisée, ou (ii) utilisées pour la fabrication d’engrais organiques, comme amendements, ou
encore (iii) converties en compost ou biogaz.

En revanche, les «lisiers » (ce terme dans le présent chapitre étant utilisé au sens du
reglement n°1069/2009/CE) peuvent, sans transformation préalable, étre utilisés directement
pour la fertilisation des sols en tant qu’engrais ou amendement, sous réserve d’'un accord
préalable de l'autorité compétente qui évalue le risque de propagation d’une maladie
transmissible (donc sans préjudice de mesures de restrictions sanitaires qui seraient
déterminées par voie d’arrété ministériel ou préfectoral ou par d’autres voies). Ces lisiers
peuvent aussi étre convertis en compost dans une usine de compostage agréée, ou en biogaz
dans une usine de production de biogaz agréée (le résidu produit, appelé « digestat » pouvant
étre utilisé comme fertilisant). Le lisier utilisé seul (sans autre sous-produit animal ou produit
dérivé) peut étre soumis a une « maturation aérobie »?°, a un séchage ou a toute autre
opération sur I'exploitation d’origine ou dans un établissement enregistré par la DDPP.

Des exigences minimales s’appliquent aux usines agréées pour la conversion des lisiers en
compost ou en biogaz. Les paramétres de conversion normalisés définis dans le réeglement n°
142/2011/CE correspondent a |'étape dite de « pasteurisation/hygiénisation » qui doit précéder
la digestion anaérobie, dans le cas d'une usine de production de biogaz, et qui intervient au
cours du processus de compostage dans le cas d'une usine de compostage. A cet égard, ces
établissements doivent garantir le maintien d’'une température minimale de 70°C de toutes les
matiéres pendant au moins 60 min. Les composts et digestats dont la production a été soumise
a ces parametres de conversion sont des produits dérivés transformés.

Des dérogations a ces exigences (permettant seulement une mise sur le marché francais des
résidus de digestion et composts produits) peuvent étre accordées par la DDPP a des
installations de conversion des lisiers en biogaz ne disposant pas d'une unité de
« pasteurisation/hygiénisation » (cas de nombreuses installations de méthanisation agricole
individuelles ou collectives). Elles sont aussi possibles pour les installations de compostage
n’appliquant pas les paramétres de conversion normalisés, mais des paramétres nationaux
(55°C/14 j, 60°C/7 j ou 65°C/3 j, ou autres couples temps/température dont la valeur
pasteurisatrice a été démontrée comme équivalente) (Arrété du 9 avril 2018)*. Les composts
et digestats produits dans ces conditions sont des produits dérivés non transformés. lls doivent
respecter certaines dispositions, notamment des exigences microbiologiques (parametres

18 Arrété du 9 avril 2018 fixant les dispositions techniques nationales relatives a I'utilisation de sous-produits
animaux et de produits qui en sont dérivés, dans une usine de production de biogaz, une usine de compostage ou
en « compostage de proximité », et a I'utilisation du lisier. Les dispositions de cet arrété sont détaillées dans
l'instruction technique DGAL/SDSPA/2020-41du 21/01/2020.

19 Le traitement des sous-produits animaux ayant subi une réduction en particules de 50 mm au maximum a une
température a coeur de plus de 133 °C pendant au moins vingt minutes sans interruption, a une pression absolue
d’au moins 3 bars.

20 D'aprés l'instruction Technique DGAL/SDSPA/2020-41du 21/01/2020
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« Enterococcaceae»?* ou Escherichia coli et Salmonella spp.), attestant d’'une maitrise
minimale du procédé lors de leur production.

S’ils sont conformes aux exigences des réglementations environnementales et sanitaires, les
digestats et composts peuvent étre appliqués dans les sols. Leur utilisation sur des paturages
ou sur des terres productrices de fourrages nécessite le respect d'une période d'attente de 21
jours?? avant la remise des animaux en pacage ou le fauchage des herbes pour leur
alimentation. Dans le cas de matiéres premiéres constituées de déjections de volailles ou
autres oiseaux captifs avec ou sans litiére, I'exploitant respecte le délai de 60 jours minimum
entre la sortie des déjections de volailles du batiment d’élevage et 'épandage du digestat (le
cas échéant, fraction liquide et solide)®. Ces conditions, destinées a garantir une maitrise
adéquate des risques pour la santé publique et animale, ne s’appliquent pas au lisier.

Il est enfin obligatoire de nettoyer et désinfecter les contenants amenant sur site les matieres
non traitées, lisier inclus.

2.2.2.3 Autres mesures de restrictions sanitaires applicables aux exploitations
bovines et aviaires

Lorsqu’il existe un risque de propagation d’'une maladie grave transmissible, les étapes de
transport, stockage et épandage des effluents d’élevage peuvent étre soumises a des
restrictions sanitaires adaptées a chaque type de danger. Ces mesures, subordonnées aux
possibilités d’assainissement des matrices contaminées, sont déterminées par arrétés du
ministere en charge de I'agriculture, pour la plupart des maladies animales réglementées, et
adaptées localement par arrété préfectoral dans le cadre des mesures de police sanitaire. Par
exemple, afin de prévenir le risque de diffusion des maladies des volailles et des oiseaux
(notamment de l'influenza aviaire)?*, I'épandage en surface du lisier, des fientes séches et du
fumier non assainis est interdit. Ces effluents sont considérés assainis a l'issue d’'une durée
de stockage suffisante pour permettre la disparition de I'agent pathogéne (cette procédure
d’assainissement est alors définie comme « naturelle ») ou d'un traitement comme un
compostage. Le délai d’'un assainissement naturel pour le lisier ou pour les fientes séches est
de soixante jours, et de quarante-deux jours pour le fumier mis en tas et laissé exposé a sa
propre chaleur. Par dérogation, un enfouissement dans les sols a une profondeur de 10 a 15
cm est possible, afin que la faune et notamment les oiseaux ne puissent y accéder.

Dans le cas du botulisme animal, on notera que faute de données scientifiques suffisantes
pour déterminer des mesures de gestion proportionnée des foyers de botulisme C, D,
mosaiques C/D, D/C, aucune mesure n’a été définie jusqu’ici pour lutter contre cette maladie
sur le plan national. Concernant le devenir des effluents des élevages, il est cependant indiqué
dans une instruction technique de la DGAL®, que la dérogation a la transformation préalable
par stérilisation/hygiénisation sous pression ne pourra pas étre accordée si'application directe
dans les sols doit étre interdite et si la pasteurisation/hygiénisation s’avére insuffisante pour

21 Dans larrété du 9 avril 2018 le terme « enterococcaceae » est utilisé pour désigner « les entérocoques
intestinaux »

22 période d'attente visée a l'article 11, paragraphe 1, point c), du réglement (CE) n° 1069/2009

23 Arrété du 13 juin 2017 approuvant un cahier des charges pour la mise sur le marché et I'utilisation de digestats
de méthanisation agricoles en tant que matieres fertilisantes.

24 Arrété du 29 septembre 2021 relatif aux mesures de biosécurité applicables par les opérateurs et les
professionnels liés aux animaux dans les établissements détenant des volailles ou des oiseaux captifs dans le
cadre de la prévention des maladies animales transmissibles aux animaux ou aux étres humains.

25 |nstruction Technique DGAL/SDSPA/2020-41 du 21/01/2020 relative a la mise en ceuvre de l'arrété du 9 avril
2018.
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assainir ces sous-produits. Ainsi, un lisier qualifié de « manifestement contaminé par la toxine
botulique ou par des spores de Bacillus anthracis ou provenant d’animaux malades ou morts
suite a contamination par ces agents pathogenes ou leurs toxines » ne devrait pas recevoir
cette dérogation.

Les effluents d’élevage sont constitués par les déjections des animaux (leurs excréments et/ou
urines) avec ou sans litiere, et les eaux résiduaires, incluant notamment les eaux de lavage
des batiments d’élevage et de leurs équipements. lls peuvent étre directement valorisables en
agriculture en tant que fertilisants organiques, transformés en compost (cas des fumiers) ou
convertis en biogaz.

Leur épandage doit tenir compte de leur valeur fertilisante, du niveau de fertilité des sols et
des besoins des cultures qui différent selon les végétaux et leur stade de croissance. Le
stockage et les épandages doivent étre pratigués dans le respect des réglementations
environnementales en vigueur, notamment la réglementation des installations classées pour
la protection de I'environnement (ICPE), qui vise principalement la protection de la ressource
en eau et la protection des tiers (voisinage), et la réglementation relative a la protection des
eaux contre la pollution par les nitrates d’origine agricole. On retiendra en particulier que dans
les élevages relevant de la réglementation ICPE : (i) les obligations de distances des locaux
d’élevage par rapport aux tiers ou aux ressources en eau, (ii) les dispositions constructives
visant a limiter les risques d’infiltration des effluents dans le sol, (iii) les normes applicables au
stockage des effluents et celles relatives a leur épandage (périodes d’interdiction, distances a
respecter vis-a-vis des habitations, des cours d’eau, etc.), renforcées dans les zones
vulnérables délimitées dans le cadre de la protection des eaux contre la pollution par les
nitrates d’origine agricole.

Les excréments et/ou urines des animaux d’élevage avec ou sans litiere sont considérés par
le reglement n°1069/2009/CE comme des SPAN de catégorie 2. De ce fait, ils peuvent étre
utilisés directement dans les sols en tant qu’engrais organique ou amendement. Lors de
conversion de ces effluents en compost (cas des fumiers) ou en biogaz (sauf dérogation
accordée par le DDPP), le réglement n°1069/2009/CE impose que ces matiéres soient
soumises pendant au moins 60 min a une température minimale de 70°C
(« pasteurisation/hygiénisation »), pour prévenir ou minimiser les risques pour la santé
publique et la santé animale.

En outre, des restrictions sanitaires peuvent étre spécifiquement définies par arrété ministériel
ou préfectoral, visant a prévenir tout risque de propagation d’'une maladie grave transmissible
lors d’'usage des effluents d’élevage pour la fertilisation des sols.

En tout état de cause, I'épandage des effluents d’élevage ne peut étre considéré comme un
moyen d’élimination acceptable si les risques liés a leur contamination par un agent pathogéne
(comme C. botulinum par exemple) ne sont pas maitrisés.
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3 Caractéristigues, méthodes de détection et
présence dans I'espace agricole des
Clostridium botulinum des types C, D,
mosaiques C/D et D/C

Les foyers de botulisme détectés ces vingt derniéres années dans les élevages bovins et
aviaires sont essentiellement dus aux types toxiniques C, D, mosaiques C/D ou D/C.

Ce chapitre vise a présenter les principales connaissances relatives a ce groupe bactérien?,
les différents types toxiniques de C. botulinum, les difficultés liées a sa détection dans les
matrices environnementales et sa dispersion dans I'espace agricole.

Dans I’ensemble du rapport, I’emploi du terme « C. botulinum » désigne la bactérie sous
toutes ses formes (spores et cellules végétatives) sans distinction. Dans certains cas
précis ou I'une des deux formes a été ciblée en particulier, celle-ci est précisée. Dans
le cas ou seules les toxines sont en cause, cela est également précisé dans le texte.

3.1 Principales caractéristiques

Les bactéries du genre Clostridium sont des bacilles a Gram positif, de grande taille (20 pm x
0,6 um). Leur capacité a sporuler permet aux souches de perdurer dans des conditions
environnementales impropres a la survie des formes végétatives.

Ce sont des bactéries chimio-organotrophes, anaérobies strictes qui fermentent, les produits
terminaux de ce métabolisme étant des acides de type acétique, butyrique ou propionique.
Dépourvus des enzymes de détoxification des effets délétéres de l'oxygéne, certaines
espéces peuvent cependant se développer en présence de faibles concentrations en oxygéene.

3.1.1 Position taxonomique

C. botulinum appartient au genre Clostridium qui est affilié a la famille des Clostridiaceae, ordre
des Clostridiales, classe des Clostridia et division des Firmicutes (Le Maréchal et al. 2016;
Hodowanec et Bleck 2015; Cruz-Morales et al. 2019).

Le genre Clostridium est constitué d’environ 200 espéces dont une quinzaine synthétisent des
toxines entrainant des maladies chez I'étre humain et/ou I'animal (Poulain et Popoff 2019).
Parmi ces espéces, comme l'indique le Tableau 3 ci-aprés, les souches de C. botulinum sont
classées en 3 groupes (I a Ill) en fonction de leurs propriétés biochimiques et plus
particulierement en fonction de leurs propriétés protéolytiques. Cette classification initiale de
C. botulinum a été confirmée par des études phylogénétiques basées sur la comparaison des
séquences d’ADN et de leur niveau d’homologie ainsi que des séquences du géne codant
'ARNr 16S des différentes clostridies. On inclut également dans ces groupes des espéces de
Clostridium biochimiquement trés proches, mais qui se distinguent des précédentes par
I'absence de production de neurotoxine botulique. Les souches du groupe | ne produisant pas
de toxine botulique sont identifiées comme C. sporogenes, celles du groupe Il comme C.
taeniosporum et celles du groupe Ill comme C. novyi ou C. haemolyticum. D’autres souches

26 Une grande partie des données présentées sont issues du rapport Anses (2021) « Clostridium botulinum : mise
a jour des connaissances sur les différentes formes des types C, D, mosaiques C/D et D/C et E. Saisines 2019-
SA-0112 a 2019-SA-0115. Maisons-Alfort : Anses, 170 p. ».
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du genre Clostridium, autres que C. botulinum, produisent aussi des toxines botuliques et
constituent les groupes IV?" V et VI des Clostridium producteurs de toxine botulique.

Les C. botulinum sont aussi classés en fonction du type de toxine qu'ils produisent. Neuf types
de neurotoxines botuliques ont été identifiés (A, B, C, D, E, F, G, H et X), dont seuls sept types
(A & G) sont pris en compte pour leur classification (les toxines de type H et X sont co-produites
avec un autre type de toxine qui est majoritaire).

De facon générale, la classification liée au type de la toxine produite est la plus employée.
Certaines souches (du groupe | notamment) sont capables de produire simultanément deux
ou trois types de toxine botulique, le plus souvent avec des taux de production différents selon
les toxines (Barash et Arnon 2014; Zhang et al. 2018; Poulain et Popoff 2019). Il existe aussi,
au sein du groupe lll, des C. botulinum dits mosaiques de type C/D et D/C qui, suite a des
recombinaisons génétiques (Woudstra et al. 2012), synthétisent des neurotoxines botuliques
qui sont des hybrides des toxines de types C et D (voir section 3.2.3).

Ces derniéres années, I'évolution de la biologie moléculaire, en particulier du séquencage, a
permis une meilleure connaissance des séquences des génes codant la neurotoxine
botulique. Au sein d’'un méme type, des différences de séquences ont été mises en évidence
et ont conduit a une sous-classification en sous-types qui est appliquée a la fois aux toxines
et aux souches productrices (Barash et Arnon 2014; Peck et al. 2017; Zhang et al. 2018;
Poulain et Popoff 2019).

27 | ’espece C. argentinense du groupe IV était initialement nommée Clostridium botulinum.
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Tableau 3 : Classification et caractéristiques physiologiques de C. botulinum et des espéces de Clostridium neurotoxinogénes en conditions de laboratoire
(adapté de Peng Chen et al. (2012) , Lund et Peck (2013), Popoff (2017), Moore et Lacey (2019), Anses (2020a))

Groupe | Groupe ll Groupe Il Groupe IV Groupe V Groupe VI
C. botulinum C. botulinum C. botulinum C. argentinense c. blliltﬁ:wm C.sz:]atu
Protéolyti N téolyti N téolyti Protéolyti o L
rotéolytique on protéolytique on protéolytique rotéolytique protéolytique | protéolytique
Type de toxines A, B, F B,E F C,D G E F
Sous types de toxines Al, A2, A3, A4, A5, A6, A7, | E1, E2, E3, E6, E7, E8, E9,| C, mosaique C/D, G E4, E5 F7
A8, B1, B2, B3, B5, B6, B7, E10, E11, E12, B4 ou non | D, mosaique D/C
B8, bivalent B (Ba, Bf, Ab), protéolytique B, F6 ou non
F1, F2, F3, F4, F5, F8, X protéolytique F
Support des génes codant . . . . :
upp . 9 . Chromosome/plasmide Chromosome/plasmide Prophage Plasmide Plasmide Plasmide
les toxines botuliques
. . C. subterminale
Bactéries apparentées ne C. nowi C. proteolvticus
produisant pas de toxine C. sporogenes C. taeniosporum ) y' P y C. butyricum C. baratii
. C. haemolyticum C.
botulique .
schimacherense
Protéolyse + - - + - -
Saccharolyse - + - - + +
Conditions de croissance
Température optimale (°C) 35-40 25-30 37-40 37 30 -37 30-45
Toemperature minimale 10 25 15 / 12 10
(°C)
pH minimum 4,6 5 51 4,6 4,8 3,7
aw minimum 0,94 0,97 0,97 0,94 ND ND
0 —
% NaCI inhibant la 10 5 5 10 ND 8.5
croissance

Légende : « + » ; présence ; « - » ;: absence ; ND : non déterminé ; / : pas de données ; aw : activité de 'eau (water activity)
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3.1.2 Place des souches de C. botulinum du groupe Ill au sein du génospecies
Clostridium novyi sensu lato

Le génospecies Clostridium novyi sensu lato a été récemment proposé pour regrouper les
especes C. botulinum du groupe lll, C. novyi sensu stricto et C. haemolyticum (Skarin et al.
2011; Skarin et Segerman 2014).

Cette proposition s’appuie sur des études phylogénétiques (Skarin et al. 2011) confirmées par
le séquencage complet des génomes de ces trois espéces bactériennes. Elles montrent que
leur génome chromosomique est trés conservé et que leurs différences sont attribuables aux
éléments génétiques mobiles (plasmides, prophages) qu’elles possédent et qui supportent les
genes codant pour les toxines qu’elles produisent (Skarin et Segerman 2014; Le Gratiet et al.
2020).

A la différence de C. botulinum, les deux autres espéces bactériennes ne produisent pas de
toxine botulique, mais produisent d’autres toxines responsables de leur pouvoir pathogéne.

C. novyi est une bactérie ubiquitaire retrouvée dans le sol et les feces. Il en existe trois types
(A, B, C) différenciés en fonction de quatre toxines majeures (alpha, beta, gamma et epsilon).
Les types A et B sont les seuls a produire la toxine alpha. Le type A est impliqué dans des
gangrénes gazeuses chez I'animal et parfois chez les humains (Junior et al. 2020). Le type B
est I'agent étiologique de I'hépatite nécrotique infectieuse (« black disease ») typiquement
observée chez les ovins, les bovins et les porcins (Brazier et al. 2002). Les souches de type
C sont généralement considérées comme non pathogénes.

C. haemolyticum (antérieurement identifi€ comme C. novyi type D), dont le pouvoir pathogéne
est d a la production d’'une phosholipase C (beta-toxine similaire a celle produite par C. novyi
B) fortement nécrotique et hémolytique, est la cause de de I'hémoglobinurie bacillaire chez les
bovins et ovins (Eklund et al. 1976).

Au sein des C. botulinum du groupe llI, les génes codant les toxines C, D et mosaiques C/D
et D/C sont localisés sur un prophage non intégré au chromosome. La perte de ce prophage
rend les souches de C. botulinum C, D et mosaiques indifférenciables des souches de C. novyi
ou C. haemolyticum. En revanche, I'acquisition du prophage peut permettre a des souches de
C. novyi ou C. haemolyticum de produire la toxine botulique (Eklund et al. 1974; Oguma 1976;
Le Gratiet et al. 2020).

Clostridium botulinum, regroupe un ensemble hétérogéne de souches bactériennes dont le
point commun est la capacité a synthétiser une toxine botulique. Ce sont des bactéries a Gram
positif, anaérobies strictes, sporulées, naturellement présentes dans I'environnement. Les
souches de C. botulinum sont classées en trois groupes (I a Ill) en fonction de leurs
caractéristiques biochimiques (notamment protéolytiques) et génétiques. La classification
basée sur le type de toxine produite (neuf types différents : A a H, X) est actuellement la plus
employée. Les souches de C. botulinum productrices des toxines C, D et mosaiques C/D et
D/C (groupe Ill) sont responsables des foyers de botulisme affectant les élevages aviaires et
bovins en France, et sont donc principalement ciblées dans la présente saisine. Sur le plan
génomique, elles sont phylogénétiguement proches de C. novyi et C. haemolyticum (bactéries
ne produisant pas de neurotoxine botulique). Ainsi, 'ensemble de ces souches a été regroupé
dans le génospecies Clostridium novyi sensu lato. La perte des prophages supportant les
géenes codant les neurotoxines botuliques rend les souches de C. botulinum C, D et mosaiques
indifférenciables de C. novyi et C. haemolyticum.
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3.2 Conditions et mécanismes de croissance, de sporulation et de
toxinogenese

C. botulinum sous formes sporulée ou végétative, de méme que ses toxines, sont
naturellement présents dans I'environnement. Les spores, qui assurent sa pérennité dans le
milieu extérieur, sont détectées dans une grande variété de milieux naturels, au sein desquels
les sols et sédiments apparaissent comme le réservoir et la source primaire de contamination
pour de nombreuses espéces animales sensibles au botulisme.

3.2.1 Formes végétatives et croissance

Comme déjaindiqué, les souches de C. botulinum sont toutes anaérobie, le plus souvent strict,
certaines étant capables de se développer en conditions micro-aérophiles. La viabilité des
cellules végétatives diminue graduellement en présence d’oxygéne, de maniére variable selon
les souches. A contrario, les spores de C. botulinum peuvent survivre pendant de longues
périodes a lair et peuvent germer en présence d’oxygéne (Lund et Peck 2013). Les
températures de croissance de différents groupes de C. botulinum sont assez similaires (cf.
Tableau 3), excepté pour le groupe Il, pour lequel la température optimale de croissance est
plus basse de quelques degrés et dont les souches sont capables de se multiplier au froid,
c’est-a-dire dés 2,5°C. La température maximale de croissance est de I'ordre de 49°C pour le
groupe | (pour une température optimale de croissance se situant entre 35 et 40°C). Un
traitement de dix minutes a 70°C permet d’inactiver les formes végétatives. Un pH inférieur a
5 (4,7 pour le groupe ) inhibe en général la croissance et la toxinogenése. La croissance de
C. botulinum est inhibée par les fortes concentrations en NaCl (au-dessus de 5 %).

La germination des spores présentes dans les sols et la multiplication des formes bactériennes
végétatives associée a la production de toxine sont conditionnées par les effets conjugués de
différents facteurs abiotiques et biotiques (Palmer et al. 2019) : température, pH, disponibilité
en eau (aw), NaCl, potentiel redox, salinité, O,, et matiére organique. La tolérance au NaCl est
plus faible pour C. botulinum de type C et D, que pour les types A, B ou E. Les souches de C.
botulinum de types C et D sont particulierement exigeantes en matiéres organiques,
I'accumulation de celles-ci contribue a accentuer les conditions d’anoxie du milieu. La matiére
organigue végétale (en particulier les résidus de culture qui sont enfouis dans les sols aprés
récolte) peut constituer une source de substrats de croissance pour les bactéries du genre
Clostridium. Aussi, 'apport de matiéres organiques d’origine animale (déjections et surtout
cadavres d’animaux) aurait un réle facilitant primordial pour ce groupe bactérien (Roberts et
Gibson 1979). Il faut aussi tenir compte des compétitions bactériennes et de I'effet inhibiteur,
observé dans des sédiments de marais et exercé par d'autres bactéries comme Bacillus
licheniformis, Bacillus mycoides / cereus, Streptococcus spp. et Clostridium spp. sur C.
botulinum de type C (Sandler et al. 1998; Smith 1975).

Une des propriétés fondamentales de C. botulinum est, en outre, sa capacité a germer et se
multiplier dans les cadavres en putréfaction ou il trouve les conditions anaérobies et les
nutriments organiques nécessaires a sa croissance. Ce processus survient, quelles que soit
la cause de la mort, lorsque les animaux hébergent des spores dans leur tube digestif. 1l peut
s’agir, soit d’espéces animales vertébrées (mammiféres, oiseaux, poissons, etc.), ou
d'espéces dinvertébrées (petits crustacés, mollusques, insectes, etc.), dont le cadavre
représente un terrain optimal pour le développement bactérien et la production de toxines
(Espelund et Klaveness 2014).

Version finale page 34/ 155 Mai 2022



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0113 »

3.2.2 Spores, sporulation et germination

La formation de spores bactériennes est observée dans des environnements naturels ou
anthropisés variés (Carlin 2011). En conditions de laboratoire, la sporulation chez les Clostridia
commence durant la phase de transition entre la phase exponentielle de croissance et la phase
stationnaire (Shen et al. 2019). La sporulation peut étre régulée (négativement ou
positivement) par différents facteurs. Elle est favorisée par des conditions anaérobies, une
densité cellulaire élevée, un faible potentiel redox (croissance optimale autour de Eh = -350
mV), des températures supérieures a 20°C (avec un optimum proche des températures
optimales de croissance de la bactérie), et un pH proche du pH optimum de croissance (i.e.
autour de 7,0). A contrario, la sporulation est impactée négativement par des basses
températures et un milieu inadapté en nutriments, aéré, fortement alcalin, acide ou a salinité
élevée (Anses 2021a; Portinha et al. 2022).

Les spores bactériennes possédent des capacités de résistance aux agents physigues
(dessiccation, chaleur, lumiére UV, radiations) ou chimiques sans commune mesure avec
celles des cellules végétatives dont elles sont issues. Les spores bactériennes peuvent rester
en dormance et sans activité métabolique pendant plusieurs années (Setlow 2014). Gessler
et Bohnel (2006) ont montré que la survie de spores de C. botulinum dépasse plus de trois
ans dans les sols, en particulier si du compost est apporté en méme temps. S’'agissant des
capacités de résistance des spores de C. botulinum aux agents physiques, la résistance a la
chaleur est la plus étudiée du fait de son importance pour lindustrie alimentaire. La
thermorésistance des spores varie entre les groupes et au sein des groupes entre les
souches : les souches protéolytigues du groupe | possedent ainsi les spores les plus
thermorésistantes (D 121,1°c = 0,21 min)?8 tandis que les souches du groupe Il (D go.c = 0,6-1,25
min) sont les plus thermosensibles et celles de groupe Il ont une sensibilité intermédiaire (D
104cc = 0,8-1,12 min). S’agissant des capacités de résistance aux agents chimiques, la spore
se caractérise par une résistance accrue aux biocides, imposant I'emploi de formulations
spécifiguement sporicides lors d’opérations de désinfection de foyers de botulisme.

De fagon générale, la germination des spores peut étre déclenchée, lorsque I'environnement
est favorable a la croissance sous forme végétative, par des stimuli de nature diverse,
dépendant majoritairement de I'espéce concernée. Dans les environnements naturels, les
inducteurs de germination seraient généralement, comme décrit chez des bactéries du genre
Bacillus, des molécules de petite taille, acides aminés, nucléosides et sucres, dont I'action
peut étre amplifiée par des co-facteurs (lactate, cations Na* ou K*, ou anions) (Setlow et al.
2017; Plowman et Peck 2002). La sensibilité aux inducteurs de germination et les mécanismes
de germination des souches appartenant aux différents groupes toxiniques de C. botulinum
seraient relativement proches (Brunt et al. 2016). Lorsqu’il est enclenché, le processus de
germination est irréversible (Johnstone 1994). La germination se traduit par une perte des
propriétés de résistance de la spore et un retour a la vie végétative. In vitro, la germination
peut étre activée par un choc thermique (« heat shock ») sublétal, obtenu par exemple en
soumettant la suspension de spores a une température de 60 a 70°C durant 15 min (Plowman
et Peck 2002).

28 D est le temps nécessaire, a la température indiquée, pour diviser par 10 la population du danger microbiologique
initialement présente.
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3.2.3 Toxines, toxinogenese et spectre d’activité

Les neurotoxines botuliques (BoNT) constituent une famille de toxines ayant une structure
chimique et des propriétés toxicologiques similaires mais qui se distinguent entre elles par leur
degré de toxicité variable vis-a-vis des différentes espéces animales. Leur réle physiologique
n’est pas connu et leur présence n’est pas indispensable a la survie et a la croissance des
souches qui les produisent (DasGupta 2006).

Selon les souches, le locus codant la toxine botulique est intégré dans le chromosome
bactérien ou est porté par des éléments génétiqgues mobiles non intégrés (plasmides,
prophages) ou intégrés : cas des transposons (Zhang et al. 2018). Le locus codant la toxine
botulique des souches des groupes | et Il est généralement localisé sur le chromosome mais
peut étre aussi porté par des plasmides. Chez les souches du groupe lll, le locus est localisé
sur un prophage, qui peut persister sous forme de plasmide circulaire, non intégré au
chromosome (pseudolysogénie) (Oguma 1976; Le Gratiet et al. 2020; Sakaguchi et al. 2005).

La production de toxine, soumise a des mécanismes de régulation complexes proches de ceux
qui interviennent dans la sporulation (Connan et al. 2013) et modulée par de nombreux
facteurs physiques (température, pH, etc.) et nutritionnels, est possible dans une tres large
gamme de conditions environnementales. In vitro, la toxinogenése est observée
préférentiellement en fin de phase exponentielle et/ou au début de la phase stationnaire, et
décline pendant la phase stationnaire. La température de toxinogenése est généralement
similaire a celle de la croissance. Si les conditions de température sont favorables, les
cadavres en décomposition constituent un milieu trés favorable a la toxinogenése, en

particulier pour les souches du groupe Il (Ortiz et Smith 1994).

Les BoNT sont synthétisées simultanément avec d’autres protéines (NTNH : Non toxique Non
Hémagglutinante, Ha : Hémagglutinines et Orf?°) avec lesquelles elles forment des complexes
protéiques aussi appelés Progenitor Toxin Complex (PTC) qui difféerent selon les types de
toxines. Quels que soient leurs types, les toxines botuliques (protéines BoNT) sont initialement
synthétisées sous forme d’une chaine polypeptidique unique d’environ 150 kDa, qui aboutira
a la toxine mature composée d'une chaine légére (chaine L; 50 kDa) et d'une chaine lourde
(chaine H; 100 kDa) aprés action de protéases. La chaine L et la chaine H sont maintenues
ensemble par une longue ceinture peptidique, des interactions non covalentes et une seule
liaison disulfure inter-chaines (Rossetto et al. 2014). Les BoNT des souches du groupe Il ont
une structure « mosaique » : elles sont constituées de la chaine |égére de la toxine de type
C et de la chaine lourde de la toxine de type D notée alors toxine C/D ou de la chaine légére
de la toxine de type D et de la chaine lourde de la toxine de type C alors noté D/C (Figure 1).

Chaine légére Chaine lourde

-

|

Figure 1 : Schéma de la structure des neurotoxines botuliques C, D, mosaiques C/D et D/C, d’aprés
Woudstra et al. (2012)

29 Les protéines Orf (1 a 3) sont synthétisées par les souches productrices de toxines BoNT/E et F et de certaines
neurotoxines de sous-types A. Leur rble physiologique est inconnu, mais il est supposé qu’elles pourraient jouer un
réle dans I'expression, le transport et la régulation de la BoNT (Hill et al. 2009).
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» Mode d’action des BoNT

Les chaines polypeptidiques constitutives des BoNT correspondent a des domaines différents,
un domaine qui porte l'activité toxique et un domaine qui est responsable de la reconnaissance
du récepteur cellulaire. Le clivage du pont disulfure reliant les deux chaines de la neurotoxine
est généré dans les neurones, par des protéases synthétisées par la bactérie productrice (cas
généralement des souches protéolytiques), ou des protéases de I'hdte. La chaine légére a
une activité enzymatique endopeptidase de type métalloprotéase zinc dépendante et porte
I'activité biologique de la neurotoxine. La chaine lourde assure la liaison spécifique des BoNT
aux récepteurs neuronaux (ganglioside et protéine vésiculaire).

La chaine légere (domaine toxique) clive une protéine cible du complexe SNARE (soluble N-
ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment receptor) qui intervient dans la fusion des
vésicules synaptiques avec la membrane plasmique. La perte d’activité des protéines du
complexe SNARE provoque linhibition de la libération de I'acétylcholine (Lindstrém et
Korkeala 2006; Tehran et Pirazzini 2018). La diminution du taux d’acétylcholine libérée se
traduit par une baisse de la contraction musculaire et 'apparition d’une paralysie dite flasque.
Selon son type, chaque neurotoxine a comme substrat une protéine spécifique du complexe
SNARE et un site de clivage propre.

Les toxines botuliques sont les agents causaux du botulisme, une maladie qui affecte I'étre
humain et de nhombreuses espéces animales vertébrées : mammiféres, oiseaux et poissons.
Les invertébrés, en revanche, sont insensibles aux toxines botuliques et peuvent les
accumuler dans leurs tissus. Pour une espéce donnée, la toxicité de la toxine dépend du type
toxinique, de la dose inoculée et de la voie d’'inoculation. Dans les conditions naturelles, le
botulisme est habituellement une maladie a porte d’entrée digestive.

¢ Les toxines botuliques de types A, B, E et plus rarement F sont généralement identifiées
dans le botulisme humain (Snow et al. 2021). Dans I'espéce humaine, le type A est
considéré comme le plus létal (pour ce type les doses |étales sont estimées a 1 ug.kg?
par voie digestive, 10 a 15 ng.kg™ par voie inhalée et 1 a 2 ng.kg™ par voie parentérale).
Les cas de botulisme humain de types C, D, mosaiques C/D, D/C sont rarissimes
comparativement a ceux de types A, B, E et F. La faible sensibilité de I'étre humain a
ces toxines est I'hypothése privilégiée pour expliquer la quasi-absence de cas. Plus
précisément, la faible sensibilité des humains a ces toxines serait due a leur moindre
absorption intestinale car des essais in vivo réalisés par injection intradermique ont
montré que ces toxines (particulierement de type C) sont toxiques pour les humains
(Eleopra et al. 1997). Par ailleurs, les résultats d’essais sur la toxine de type D suggerent
des modes d’action différents de ceux de la toxine de type A (Dressler et al. 2019).

¢ La sensibilité des animaux vertébrés varie selon leur espéce et le type toxinique. Les
bovins sont particulierement sensibles aux types C, D, mosaiques C/D, D/C, mais
peuvent étre aussi affectés par les types A et B. Les oiseaux sont particulierement
sensibles aux types mosaique C/D et E et de facon plus variable aux types C et D, mais
peuvent étre également affectés par les types A. Le botulisme pisciaire est d0 au type
E, beaucoup plus rarement au type C. Les doses de toxines C, D, mosaiques C/D, D/C
nécessaires pour déclencher la maladie apres ingestion chez les bovins et les volailles
n’ont jamais été définies, si ce n’est pour la toxine D pour les bovins chez lesquels elle
a été estimée a 22,5 MLD®*%/kg (contre 2,2 MLD/kg par voie sous-cutanée). La dose
toxique de toxine C par voie IV a été estimée a 2,88 MLD/kg. Chez le poulet, la dose

30 |a toxicité est exprimée en doses létales de souris (MLD pour « Mouse Lethal Dose ») par kg de poids corporel
de I'espéece considérée.
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létale en IV des toxines mosaique C/D, C et D a été évaluée respectivement a 5 600
MLD/Kg, 16 000 MLD/Kg et plus de 320 000 MLD/Kg.

¢ La stabilité des toxines botuliques (dont les données concernent surtout les substrats
alimentaires) dépend beaucoup de la composition de la matrice dans laquelle elle se
trouve, de la température et du pH (Roberts et Gibson 1979). De nature protéique, la
toxine botulique est rapidement dégradée par les enzymes protéolytiques. Elle est en
outre sensible a la lumiére du soleil (Burrows et Renner 1999; SciCom 2017).

e Les études expérimentales ont surtout porté sur la thermorésistance de la toxine,
notamment dans les aliments. Il apparait que l'inactivation n’intervient pas de maniére
linéaire, ce qui ne permet pas les inter-comparaisons (Popoff 2017). Pour Siegel (1993),
la valeur D767 (temps de réduction décimale a 76,7°C) pour des toxines botuliques A et
B (chaleur humide) varie de 1 a 8 min selon le pH et la composition de l'aliment. La
pasteurisation (72°C, 15 sec) permet d’inactiver 99,9 % des toxines de types A et B dans
le lait (Siegel 1993; Weingart et al. 2010). La toxine de type E est plus thermosensible
gue celles de types A et B, avec un temps d’inactivation de la toxine de 10 min & 58°C
et de 5 min a 62°C, respectivement, en tampon phosphate a pH 7,2. Elle est plus stable
en milieu acide. Dans une matrice alimentaire (préparation a base de saumon), 10 min
a 74°C ou 5 min & 79°C sont nécessaires pour obtenir une inactivation (Popoff 2017).
Les toxines C et D seraient en revanche plus résistantes a la chaleur que les toxines de
types A, B et E, une température de 90°C devant étre atteinte pendant 2 min pour
détruire la toxine de type C, contre 2 min a 60°C pour le type A (Roberts et Gibson 1979).

e Les quelques études relatives a la persistance de la toxine dans I'environnement (sol,
eau de lacs, boues, etc.) présentent des résultats souvent divergents en fonction,
notamment, des conditions d’observation ou d’expérimentation (Graham et al. 1978;
Roberts et Gibson 1979). On ne peut exclure une rémanence prolongée dans certains
environnements. Une synthése des données disponibles sur la stabilité des toxines C et
D dans différents milieux est proposée dans I’Annexe 3.

o |l est démontré que les toxines peuvent étre retrouvées plusieurs mois dans des
carcasses putréfiées (et les larves de mouches présentes dans ces carcasses) dans
lesquels elle est souvent présente en quantité importante. La concentration de la toxine
de type C dans les tissus de souris ayant recu 1300 a 2000 spores per os avant d’étre
euthanasiées atteint 2 x 10° MLD/g aprées conservation des cadavres durant 7 jours a
23°C (Smith et Turner 1989). Une étude de toxinogenése sur des cadavres (conservés
a 23°C) de souris euthanasiées aprés avoir été inoculées per os avec des spores de
C.botulinum de type D a montré qu’il était possible d’y détecter la toxine au bout de 374
jours (Ortiz et Smith 1994). Dans cette étude, cependant, on ne fait pas la part entre une
persistance de la toxine et son renouvellement par la bactérie au cours du temps. Enfin,
la toxine de type C dans des larves et pupes de mouches (pouvant atteindre 10° MLD/g)
récoltées dans des cadavres d’oiseaux et exposées en hiver a une température
moyenne de 2,3°C, est encore présente a des concentrations élevées (jusqu’a 3200
MLD/g) au bout de 131 jours (Hubalek et Halouzka 1991).

e Sous forme aérosolisée, le taux de toxine botulique décroit de 1 & 4 % par minute en
fonction des conditions (température, humidité, etc.). Les températures extrémes et
I'humidité dégradent les toxines, tandis que les aérosols fins finissent par se dissiper
dans l'atmosphére. (Arnon et al. 2001).

Version finale page 38/ 155 Mai 2022



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0113 »

C. botulinum est naturellement présent dans I'environnement, ou elle peut étre retrouvée sous
formes sporulée et végétative. La germination des spores présentes dans les sols et la
multiplication des formes bactériennes végétatives associées a la production de toxine sont
conditionnées par les effets conjugués de différents facteurs abiotiques et biotiques (incluant
notamment le degré d’anaérobiose, la température, le pH, la disponibilité en eau, le potentiel
redox et la quantité de matiére organique disponible, etc.). Les cadavres en putréfaction
constituent a cet égard un milieu tres favorable pour C. botulinum. Bien que des variations
soient probables en fonction de la matrice, dix minutes a 70°C devraient permettre d’inactiver
les formes végétatives. Un pH inférieur & 5 inhibe leur croissance et la toxinogénése.

La sporulation, telle que constatée dans les conditions de laboratoire, intervient durant la
phase de transition entre la phase exponentielle de croissance et la phase stationnaire. La
sporulation de C. botulinum a été peu étudiée en particulier pour les souches de C. botulinum
du groupe lll, les facteurs de déclenchement de la sporulation ne sont pas clairement établis.
Il en est de méme pour les conditions de germination dans I'environnement. La résistance
élevée des spores leur permet de persister des années dans le sol. Leur inactivation peut étre
obtenue avec certains biocides (dits « sporicides »). Les spores des C. botulinum du groupe
lIl sont moins thermorésistantes (D 104.c = 0,8-1,12 min) que celles des souches du groupe |
(D 121,1°c = 0,21 min).

La production de toxine par les cellules végétatives, du moins in vitro, se produit
préférentiellement en fin de phase exponentielle et/ou au début de la phase stationnaire et
décline pendant la phase stationnaire La stabilité des toxines (plusieurs jours a plusieurs
semaines) dépend de la composition de la matrice dans laquelle elles se trouvent, de la
température et du pH. Ces toxines sont également sensibles a la lumiére solaire et aux
enzymes protéolytiques. Les toxines de types C et D sont plus résistantes a la chaleur que les
toxines de types A, B et E. Si pour ces derniéres un traitement de 2 min a 70°C suffit pour les
inactiver, il faut atteindre 90°C pour obtenir le méme résultat en 2 min sur les toxines C et D.

3.3 Détection et caractérisation dans I’environnement

Il faut rappeler que la manipulation des souches de C. botulinum et/ou des toxines botuliques
sont soumises a la réglementation sur les micro-organismes et toxines (MOT)3! et nécessite
la détention d’autorisations délivrées par I'Agence nationale de sécurité du médicament et des
produits de santé (ANSM).

3.3.1 Les méthodes d’échantillonnage

Aucune étude n’a été menée pour standardiser un protocole d’échantillonnage permettant la
détection de C. botulinum dans I'environnement d’'un élevage. Les conditions de prélevement,
de transport et de stockage des échantillons ne sont pas systématiquement précisées dans
les études disponibles dans la littérature.

Cependant, comme pour toutes les investigations épidémiologiques et ceci quel que soit
'agent pathogéne, il est important d’'utiliser du matériel stérile et de changer de gants entre
deux préléevements pour éviter les contaminations croisées si plusieurs échantillons sont
collectés lors de la méme visite. Pour la détection de C. botulinum dans I'environnement des

31 Code de la santé publique, notamment ses articles L. 5311-1 (160), L. 5139-1, L. 5139-2, L. 5139-3, R. 1335-2,
R. 5139-18 et R. 5139-20, arrété du 30 avril 2012 fixant la liste des micro-organismes et toxines prévue a l'article
L. 5139-1 du code de la santé publique et arrété du 23 janvier 2013 relatif aux régles de bonnes pratiques tendant
a garantir la sécurité et la slreté biologiques mentionnées a I'article R. 5139-18 du code de la santé publique.
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élevages, le LNR botulisme aviaire utilise des chiffonnettes imbibées de neutralisant pour la
détection au niveau des surfaces (murs, matériel, bottes, roues, abreuvoirs, surface des tas
de fumier, etc.), des pédichiffonnettes pour la détection au niveau des surfaces au sol (sol du
batiment d’élevage, abords, parcelles, patures, etc.). Pour les autres matrices, le prélevement
est placé dans un sac ou un pot stérile (fumier, sol, aliment, insectes, etc.). La prise d’essai au
laboratoire est en général de 25 g pour les solides et 100 g pour les liquides. Tous les
échantillons sont congelés aprés collecte et avant analyse.

Pour le projet BOTUSOL®?, un protocole d’échantillonnage a été établi en début de projet et
est appliqué a 'ensemble des élevages investigués : le fumier est ainsi prélevé sur 12 points
de collecte répartis sur 'ensemble du tas dans des pots stériles remplis aux 3/4, les
prélevements de sol sont réalisés sur 'ensemble de la parcelle a des points bien identifiés
avant et un mois aprés épandage. Tous les échantillons sont congelés avant analyse.

3.3.2 Méthode de détection de C. botulinum et de la toxine botulique

Les méthodes de détection de C. botulinum (formes végétatives et/ou formes sporulées) et de
la toxine botulique sont similaires pour les matrices environnementales a celles utilisées pour
le diagnostic du botulisme animal. La détection de C. botulinum se fait par enrichissement
préalable de I'échantillon puis détection de la présence de la bactérie par une méthode de
PCR (Polymerase Chain Reaction) ou par détection de la toxine botulique produite par la
bactérie durant la phase d’enrichissement via les méthodes évoquées précédemment.

Les matrices environnementales sont plus complexes a analyser que les organes ou tissus
des animaux et des ajustements méthodologiques sont parfois nécessaires. Les échantillons
de sol peuvent par exemple contenir des inhibiteurs de PCR, rendant indispensable I'utilisation
d’'un protocole adapté. Une comparaison des kits d’extraction d’ADN en fonction des matrices
a analyser a été menée par le LNR du botulisme aviaire et a montré que des kits différents
devaient étre utilisés en fonction de la nature de la matrice a analyser (Le Maréchal et al.
2018). Par ailleurs, les conditions de culture utilisées vont trés fortement impacter le résultat
obtenu (Le Maréchal et al. 2019c). Il n’y a pas en effet de milieu sélectif disponible. Les
matrices environnementales analysées présentant systématiquement une flore annexe, cette
derniere peut empécher la croissance de C. botulinum lors de cette phase de culture et donc
aboutir a un résultat faussement négatif. Le choix des conditions de culture en fonction des
matrices a analyser est donc primordial (Le Maréchal et al. 2019c).

Pour la détection de la toxine botulique, trois approches sont possibles : les tests par injection
a des souris (test historiquement de référence, trés majoritairement utilisé dans les
laboratoires et les publications), les tests ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay), et les
tests basés sur I'endopeptidase dont 'Endopep-MS. Ces deux derniéres approches n’ont été
développées et appliquées en routine que plus récemment.

Le GT souligne que les limites des méthodes utilisées dans certaines études expérimentales
ont fortement impacté 'analyse objective de ces publications et l'interprétation des résultats.
Il considére qu'il serait nécessaire d’établir une procédure standardisée au niveau international

32 BOTUSOL « Botulisme animal et épandage des effluents : devenir de Clostridium botulinum dans le sol » (2019-
2023). Projet financé par France AgriMer. Coordination : Anses laboratoire de Ploufragan (HQPAP, EPISABE).
Partenaires : INRAE Dijon (Agroécologie Equipe MERS), INNOVAL. Cette étude utilise le Réseau de Mesure de la
Qualité des Sols (RMQS, GIS Sols) pour obtenir des échantillons de sols répartis sur 'ensemble du territoire
national et représentatifs des différents modes d’usage des sols (grande culture, prairies, foréts, etc.) ainsi que des
différentes pratiques culturales.
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pour la détection de C. botulinum ou de la toxine pour les méthodes alternatives au test sur
souris, y compris dans des échantillons de source environnementale.

3.3.2.1 Le test sur souris ou test « biologique » (Mouse bioassay ou MBA)

Cette méthode consiste a mettre en évidence la présence de la toxine botulique (quelle que
soit la toxine) dans un échantillon par l'injection intrapéritonéale a des souris du surnageant
de I'échantillon dilué et homogénéisé dans une solution tampon (aprés une étape de filtration
pour éliminer les bactéries). Concretement, afin de réduire le nombre de souris, les injections
intrapéritonéales sont réalisées sur deux souris dans un premier temps, puis si ces souris
meurent ou présentent des signes cliniques de botulisme, la séroneutralisation est réalisée
pour identifier le type toxinique. Un titrage est possible par l'injection aux souris de dilutions
sériées de la suspension.

Le test de séroneutralisation sur souris reste considéré comme la méthode de référence pour
la détection de la toxine botulique. Il permet de détecter la toxine jusqu’a un minimum de 10
pg/mL.

Cette méthode présente certains inconvénients : les probleémes éthiques liés a l'utilisation des
animaux pour réaliser ces tests, le délai d’obtention des résultats (2 a 4 jours) et la disponibilité
de la méthode, qui n’est pratiquée en France que par le centre national de référence (CNR).

3.3.2.2 Les tests ELISA

Différents types de tests ELISA sont décrits et utilisés pour détecter soit la toxine botulique,
soit les produits de dégradation de I'endopeptidase, soit plus rarement la bactérie elle-méme.
Il est nécessaire de vérifier pour chacun de ces tests ses caractéristiques et le protocole selon
lequel il a été validé. Ainsi, Lindstrom et Korkeala (2006) notent plusieurs éléments limitants :
les anticorps de haute qualité ne sont pas toujours disponibles, les extraits de féces font
baisser fortement la sensibilité des tests, il n'y a pas systématiquement d’information sur le
protocole de validation des tests et peu de tests sont validés selon une norme standardisée
(Worbs et al. 2015), les anticorps monoclonaux ne reconnaissent pas toutes les BoNT pour
lesquelles le test a été a priori congu. Ainsi, les performances en termes de sensibilités et
spécificités sont variables, dépendantes du lot et de la qualité des composants, de leur
assemblage, du fabricant.

Par ailleurs, lorsque le test utilisé dans une étude expérimentale a été spécifiquement
développé pour les besoins de cette étude, les résultats obtenus ne peuvent pas étre
directement comparés avec ceux obtenus dans d’autres études utilisant des méthodes
différentes. D’autres biais peuvent étre observés : c’est le cas dans I'étude de Rulff et al.
(2015), qui ne présente pas de témoins positif et négatif dans chaque plaque. Les résultats
obtenus sont donc empreints d’'une grande incertitude.

Compte tenu de ces éléments, il est recommandé de confirmer les résultats a l'aide d'autres
méthodes plus spécifiques.

3.3.2.3 Le test ENDOPEP-MS

La détection de I'endopeptidase est basée sur les propriétés enzymatiques de chaque type de
toxine botulique. La détection et l'identification des produits de dégradation du substrat (un
peptide synthétique spécifique pour chaque type toxinique) permettent de déterminer le type
toxinique (voir section 3.2.3). La possibilité de détecter ces produits par spectrométrie de
masse (HPLC-ESI/MS/MS et MALDI-TOF/MS) a été démontrée : & chaque type de toxine
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correspond un peptide « substrat » et la spécificité est assurée par le point de clivage du
peptide et la masse connue des produits attendus (Barr et al. 2005). Les spectrométres de
masse sont apparus dans les laboratoires médicaux et vétérinaires depuis 2009 et équipent
actuellement de nombreux laboratoires de bactériologie. Ne demandant pas de compétences
spécifiques en spectrométrie de masse et protéomique, cette technique est rapide (apres
toutefois 4 ou 16 h d’incubation pour que le substrat réactionnel soit dégradé), plus sensible
que le MBA et réalisable en série. Cette méthode n’est cependant pas encore utilisée en
routine en France.

3.3.2.4 Détection des acides nucléiques

La détection des souches de C. botulinum peut se faire par une détection moléculaire du gene
codant la toxine botulique par PCR. Une étape d’enrichissement est nécessaire avant I'étape
d’extraction d’ADN, la quantité de bactéries présentes dans la matrice a analyser étant en
général faible et donc non détectée par PCR sans cette étape préalable d’enrichissement. Il
n’existe pas de norme pour la détection de C. botulinum du groupe Ill, ni de consensus
méthodologique. Chaque étude propose donc son protocole et plusieurs amorces pour les
PCR sont présentées dans la littérature.

Il est possible de distinguer les formes végétatives des formes sporulées en traitant
thermiquement I'échantillon avant I'étape d’enrichissement. Ce traitement thermique (en
général 70°C pendant 10 minutes) permet d’éliminer les formes végétatives et de ne conserver
que les formes sporulées. Dans ce rapport, lorsque cela n’est pas précisé, par défaut, le terme
C. botulinum désigne I'ensemble des formes de la bactérie c’est dire a la fois la forme
végétative et la forme sporulée sans distinction.

3.3.2.4.1 Méthode de PCR (Polymerase Chain Reaction) utilisée par le LNR pour
les échantillons issus de I'environnement

Le LNR utilise 'approche suivante : dilution au 1/10 de la matrice (prise d’essai de 25g) dans
du TPGY (trypticase peptone-glucose-yeast extract) régénéré dans un BagFilter,
homogénéisation a I'aide d’'un Pulsifier (Microgen, Surrey, UK) pendant 15 secondes puis
incubation pendant 18 a 24 heures en conditions anaérobies. Pour les chiffonnettes et
pédichiffonnettes, la procédure est la méme, un volume de 250 mL de TPGY est ajouté. Pour
les écouvillons, un volume de 5 mL est ajouté. Pour les analyses d’eau, la prise d’essai est de
100 mL, additionnée a 100 mL de TPGY concentré deux fois. Dans cette approche, aucun
traitement thermique n’est appliqué.

Une comparaison des conditions de culture (présence ou absence de traitement thermique,
temps d’incubation de 24 h, 4 jours, 10 jours) a été réalisée sur des matrices « intrants » et
« digestats » de méthanisation. Six protocoles ont ainsi été comparés pour 30 échantillons
naturellement contaminés (15 lisiers et 15 digestats) provenant de 5 méthaniseurs. Le
protocole sans traitement thermique avec le temps d’incubation de 24 h était celui qui
permettait de détecter le plus grand nombre d’échantillons positifs (16 positifs /30 contre 6/30
pour le protocole le moins performant) (Le Maréchal et al. 2019c).

Apres I'étape d’incubation, I'extraction d’ADN est réalisée a partir d'1 mL d’enrichissement
avec le kit PowerSoil (Qiagen®) pour toutes les matrices environnementales sauf pour les
matrices type fumiers ou digestats pour lesquelles le kit Nucleospin-Soil (Macherey-Nagel®)
est utilisé (Le Maréchal et al. 2018).

La PCR est ensuite réalisée selon Le Maréchal et al. (2019b). Il s’agit d'une PCR en temps
réel basée sur des amorces et sondes ciblant 4 zones différentes des toxines C, D, C/D et
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D/C. Le type toxinique est déduit en fonction des amplifications obtenues pour ces 4 cibles.
Un contréle est réalisé en routine pour garantir 'absence d’inhibiteurs de PCR dans
I'échantillon.

Les matrices qui ont été testées via cette approche sont trés variées : sols, effluents, insectes,
chiffonnettes, aliments, algues, végétaux, mollusques, etc.

Le seuil de détection de la méthode n’a pas été déterminé pour ces matrices. Seule la méthode
de détection de C. botulinum de type C, D, mosaique C/D, mosaique D/C et E dans les foies
d’origine aviaire a été validée par le LNR botulisme aviaire selon la Norme NFU 47-600-1 et
233 pour laquelle le laboratoire est accrédité.

3.3.2.4.2 Détection des acides nucléiques (ARN et ADN) sans étape préalable
d’enrichissement

Une méthode de détection des acides nucléiques (ARN et ADN) codant les toxines de types
C, D, mosaiques C/D et D/C directement aprés une élution de I'échantillon (sédiments, eau,
asticots) dans du PBS (phosphate-buffered saline) sans étape préalable d’enrichissement a
été développée trés récemment (Masters et Palmer 2021).

3.3.2.5 Dénombrement de C. botulinum de type C, D, C/D et D/C dans les matrices
environnementales

Comme précisé précédemment, il n’existe pas de milieu sélectif permettant d’isoler C.
botulinum ; il n’est donc pas possible de procéder a un dénombrement de cet agent selon les
méthodes classiques de microbiologie. Le dénombrement de C. botulinum dans les matrices
peut étre réalisé par une approche NPP (Nombre le Plus Probable) (Le Maréchal et al. 2019a).
L’approche consiste a réaliser des dilutions sériées de la matrice préalablement diluée dans
le milieu d’enrichissement (au minimum trois réplicats pour chaque dilution), puis a incuber
ces dilutions et a détecter C. botulinum dans chacune d’entre elles (en utilisant 'une des
méthodes présentées précédemment, le plus souvent une méthode basée sur extraction
d’ADN suivie d'une PCR). Des tables statistiques sont ensuite utilisées pour déduire le
dénombrement dans I'échantillon de départ a partir des résultats de détection/non détection
obtenus pour chaque dilution.

3.3.3 Caractérisation des souches de C. botulinum du groupe i

L’isolement des souches de C. botulinum du groupe Il est trés difficile. En effet, il n’existe pas
de milieu sélectif adapté ; I'enjeu revient donc a identifier les colonies des souches d’intérét au
milieu d’'un tapis bactérien (constitué de bactéries anaérobies présentes dans les matrices
analysées). De plus, cette bactérie est peu compétitive, certaines souches cultivant
difficilement en milieu solide. Enfin, le géne codant la toxine botulique, porté par un prophage,
est perdu tres rapidement lors du processus d’isolement (Woudstra et al. 2012; Franciosa et
al. 1996). Un protocole a été optimisé par le LNR en 2019 et améliore l'isolement de C.
botulinum du groupe Ill & partir des foies de volailles contaminées (Le Gratiet et al. 2020).
Cependant, cette méthode ne permet pas d’isoler les souches de fagon simple a partir des
matrices environnementales.

33 AFNOR. NF U47-600-1. Méthodes d'analyse en santé animale PCR (réaction de polymérisation en chaine) Partie
1: exigences et recommandations pour la mise en ceuvre de la PCR en santé animale2015.

AFNOR. NFU 47-600-2. Méthodes d'analyse en santé animale PCR (réaction de polymérisation en chaine) Partie
2: exigences et recommandations pour le développement et la validation de la PCR en santé animale2015.
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Ce verrou méthodologique explique en grande partie I'absence d’outils de typage pour
caractériser les souches de C. botulinum du groupe Il et le faible nhombre de génomes
disponibles dans les bases de données (actuellement 58). Une méthode MLVA (Multi Locus
VNTR Analysis) a été développée dans le cadre du projet ANIBOTNET et appliguée
récemment a une étude de cas (Souillard et al. 2021). Cette méthode présente I'avantage de
permettre de comparer les souches détectées dans les échantillons sans passer par I'étape
d’isolement.

Il faut également rappeler, autre difficulté, que C. botulinum du groupe Il ne se différencie pas
du cluster C. novyi sensu stricto et C. haemolyticum (taxospecies). On notera que C. novyi
sensu stricto est assez couramment détecté dans I'environnement.

3.3.4 Indicateurs biologiques de I'efficacité d’un traitement

Parmi les bactéries indicatrices de l'efficacité d'un traitement (thermique, chimique ou
physique) sur une population bactérienne présente dans une matrice, Escherichia coli, les
entérocoques et Clostridium perfringens sont classiquement utilisés, notamment pour le
contrdle des aliments. Parmi ces 3 indicateurs, C. perfringens, bactérie a Gram positif
sporulante, apparait comme le plus représentatif de C. botulinum du groupe lll. Cependant, il
existe peu de données permettant de savoir si C. perfringens présente bien des propriétés de
résistance aux procédés similaires a celles de C. botulinum, ce qui rend trés délicate
I'extrapolation & C. botulinum des résultats obtenus pour C. perfringens. Dans le cadre de
I'évaluation de I'efficacité des procédés de décontamination sur C. botulinum, notamment dans
les matrices alimentaires, c’est la bactérie Clostridium sporogenes qui est classiquement
utilisée comme modele de C. botulinum du groupe |. En raison de leur proximité génétique,
les bactéries du groupe C. novyi sensu lato (C. novyi et C. haemolyticum) qui ne produisent
pas de toxine botulique sont plus appropriées pour C. botulinum du groupe lIl.

D’autres bactéries sporulées peuvent étre utilisées comme substituts a C. botulinum telles que
Geobacillus stearothermophilus et Bacillus subtilis. G. stearothermophilus est actuellement la
bactérie produisant la spore connue la plus résistante au traitement thermique, a ce titre ses
spores sont proposées comme indicateur commercial prét a 'emploi** pour valider I'efficacité
des barémes de stérilisation par autoclavage. Des coupons commerciaux (disques en acier
inoxydable) artificiellement contaminés avec différentes charges de spores de G.
stearothermophilus sont également proposés pour valider I'efficacité des décontaminations
par voie aérienne. L'utilisation de cet indicateur constitue la sécurité ultime mais peut
engendrer des co(ts supplémentaires a la décontamination.

Le mode de préparation des indicateurs biologiques commerciaux ou décrits dans la littérature
scientifique est a prendre en compte pour la transposition des résultats. La présence ou
I'absence d’interférents lors des essais menés (matieres organiques type matieres fécales par
exemple) importe également. Par exemple, dans le cas de I'évaluation de I'activité d’'un produit
biocide, il sera nécessaire de vérifier que les essais ont été menés en conditions de saleté®.

34 Ampoules contenant 10° ou 10° spores et le milieu de culture avec un indicateur coloré qui vire en cas de
croissance de la bactérie.

35 D'aprés la norme NF EN 14885 : conditions représentatives de surfaces qui présentent, ou sont susceptibles de
présenter des résidus organiques et/ou inorganiques.
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Les méthodes de détection de C. botulinum et de la toxine botulique a partir de matrices
environnementales (sol, sédiments, effluents, végétaux) sont les mémes que celles utilisées
pour le diagnhostic du botulisme animal. Elles nécessitent cependant des adaptations
méthodologiques pour tenir compte des particularités des matrices (effluents divers,
échantillons de sol, etc.). Leur nature polymicrobienne rend trés difficile I'utilisation des
méthodes de détection classiques fondées sur les techniques d’'isolement bactérien, faute de
disposer de milieux sélectifs et en raison des difficultés de culture propres aux C. botulinum
du groupe IlI.

En France, la méthode développée par le LNR pour la détection de C. botulinum (spores et/ou
cellules végétatives) et la détermination du type toxinique dans ces matrices, repose sur une
étape d’enrichissement avec ou sans traitement thermique préalable suivie d’'une étape de
détection moléculaire du géne codant la toxine botulique (PCR en temps réel), permettant de
caractériser spécifiqguement les souches productrices de toxines C, D, mosaiques C/D ou D/C.
Cependant, le GT rappelle 'absence de norme pour la détection de C. botulinum du groupe
[, qui s’explique par une absence de consensus méthodologique.

En 'absence d'utilisation en routine en France de tests ELISA et ENDOPEP-MS, la détection
et la détermination de la toxine reposent sur le test sur souris (Mouse bioassay ou MBA),
réalisé uniguement par le CNR.

La manipulation de C. botulinum nécessite la détention d’autorisations délivrées par 'ANSM
et peut représenter un danger pour le manipulateur ou I'environnement du fait de la présence
de la toxine botulique. Du fait de leur proximité génétique et phénotypique, C. novyi sensu
stricto pourrait ainsi représenter une bactérie indicatrice appropriée pour la réalisation des
tests d’efficacité d’'un traitement assainissant (pas besoin d’autorisation pour sa manipulation,
pas de production de toxine botulique).

3.4 Présence, persistance et croissance de C. botulinum types C, D,
mosaiques C/D, D/C dans I’espace agricole

3.4.1 Distribution et prévalence dans les sols en France

C. botulinum est une bactérie tellurique présente sur tous les continents dans les sols,
sédiments marins et lacustres, zones humides, riviéres et lacs. Les études font cependant
ressortir une certaine variabilité en fonction des pays, régions et environnements, et les
variations dans la distribution géographique des types de C. botulinum ont été bien
documentées par Espelund et Klaveness (2014). Tous les types botuliques sont présents en
Europe. Le type B prédomine dans les sols, contrairement au type A qui y est assez rarement
détecté (Smith 1978; Smith et Young 1980). Le type E, responsable du botulisme pisciaire, est
surtout présent dans les zones septentrionales ou il est étroitement associé aux écosystemes
aquatiques marins et c6tiers, alors qu’il devient plus rare a l'intérieur des terres ou prédomine
le type B, comme I'a montré Huss (1980) au Danemark. Rarement isolés dans les sols
agricoles, les types C, D et mosaiques sont principalement présents dans les marais et autres
zones humides des régions d’Europe plus méridionales ou ils ont été révélés lors d’épisodes
de botulisme dans I'avifaune sauvage.

Il n"existe pas d’historique sur la distribution et la prévalence des divers types botuliques dans
les sols en France. Les principales données émanent du projet BOTUSOL, toujours en cours
de réalisation, qui vise a analyser la prévalence de C. botulinum dans les sols francais. Cette
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étude utilise le RMQS, GIS Sols pour obtenir des échantillons de sols frais (environ 500)
répartis régulierement sur 'ensemble du territoire national et représentatifs des différents
modes d’usage des sols (grande culture, prairies, foréts, etc.) ainsi que des différentes
pratiques culturales. Les premiers résultats portent sur 88 échantillons dont 46% s’averent
positifs (Le Maréchal 2020). Les échantillons positifs se répartissent ainsi : type B seul dans
34% des échantillons, type A seul dans 6%, types B +A dans 2%, B+F dans 2%, B+E dans
1% et B+groupe Ill dans 1%. Pour 80 % des échantillons positifs des sols analysés, les
concentrations en C. botulinum étaient inférieures a 8,1 NPP/g [2,6-25]. Ces résultats montrent
la large prédominance du type B par rapport aux autres types détectés. lls soulignent, en
revanche, la faible prévalence des types C, D, mosaiques C/D, D/C, lesquels ne représentent
que 1% des types toxiniques détectés dans les échantillons de sol. Ces données s’accordent
avec celles provenant d’autres pays d’Europe qui montrent une prévalence généralement
limitée dans les espaces agricoles (Gessler et Béhnel 2006). La détection de ces spores dans
le sol s’expliquerait par la présence d’animaux d’élevage, comme lillustre une ancienne
observation de Smith et Milligan (1979) qui rapportent la présence de spores botuliques,
surtout du type B mais aussi des types C, D et E, dans 25 % des échantillons de sol d’'un
ancien marché aux bestiaux de Londres fermé depuis 1939 contre seulement 5,7 % dans
d’autres zones de Grande Bretagne (Smith et Young 1980).

2%
6% A
A:;B
B
34% mBE
mB;F

54%

Glll; B

Non détecté
1%
1% 2%
Figure 2 : Evaluation de la contamination des sols francais par C. botulinum (Le Maréchal, 2020 — projet
BOTUSOL)

Les résultats préliminaires obtenus en France dans le cadre du projet BOTUSOL indiquent
une large répartition de C. botulinum sur le territoire national, qui est détecté dans 46 % des
échantillons analysés, avec des concentrations le plus souvent faibles (<8,1 NPP/g [2,6-25]).
La quasi-totalité des souches détectées sont de type B, et seulement 1 % des échantillons
positifs renferment des souches du groupe lll. Rappelons que les foyers détectés ces 20
derniéres années dans les élevages de volailles et bovins sont dus a ces C. botulinum du
groupe lIl.

3.4.2 Persistance et croissance dans les élevages et leurs effluents

3.4.2.1 Persistance dans les élevages (locaux, abords et parcours)

Actuellement, les données disponibles sont issues d’études menées aprés identification de
foyers de botulisme de type C, D ou mosaiques en élevages aviaire et bovin. Elles concernent
la persistance de la bactérie (formes sporulées et végétatives) dans les locaux d’élevage et
leur environnement proche et le réle des effluents d’élevages (litieres, fumiers, lisiers ou eaux
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résiduaires) dans la dissémination voire 'accumulation des bactéries dans ces milieux. En
effet, les animaux, et notamment les volailles via leurs déjections, contribuent non seulement
a un enrichissement du sol en matiéres organiques qui favorise la croissance de la bactérie
(Palmer et al. 2019), mais aussi a la circulation de I'agent pathogéne dans I'environnement et
plus particulierement a la contamination du sol (Popoff 1989).

Les données les plus nombreuses concernent les foyers de botulisme aviaire. Les zones de
litieres humides et riches en matiéres fécales (contaminées par les cadavres d’animaux s'ils
ne sont pas rapidement éliminés et les fientes des volailles malades ou porteuses
asymptomatiques) autour des abreuvoirs sont considérées comme des sites potentiels de
multiplication bactérienne, auxquelles s’ajoutent les cadavres. Ces foyers (Souillard et al.
2017a; Souillard et al. 2017b; Souillard et al. 2014) se caractérisent par une large
contamination des batiments d’élevage (sol et litieres, murs, poussiéres, circuits de ventilation,
circuits de distribution d’eau, locaux de conditionnement des oeufs, bacs a cadavres
d’animaux). Des insectes, notamment les ténébrions (Alphitobius diaperinus), des rongeurs et
des oiseaux sauvages résidant dans les locaux et I'environnement proche (abords des
batiments) peuvent contribuer a la dissémination des C. botulinum. La contamination du
matériel d’élevage et son réle dans la diffusion du botulisme est également a considérer :
Souillard et al. (2021) montrent ainsi la présence de C. botulinum type mosaique D/C sur le
godet d’un tracteur, incriminé dans la contamination de vaches laitiéres d’'une exploitation
mixte, ce matériel ayant été utilisé pour retirer la litiere aprés I'enlevement des volailles
(porteuses sans signe clinique), puis, sans avoir été désinfecté, pour transférer des aliments
destinés aux bovins. Ces auteurs soulignent a ce propos le risque de contamination croisée
entre filieres et 'importance de la biosécurité dans la gestion du risque botulique.

La persistance de la bactérie dans des élevages de volailles contaminés est notamment
démontrée par deux études longitudinales effectuées en France (Souillard et al. 2017a;
Souillard et al. 2021). Un premier suivi longitudinal a été réalisé durant cing mois dans un
élevage de poules pondeuses au sol, aprés la survenue d’'un épisode de botulisme de type
mosaique C/D. A la suite de cet épisode et en I'absence de décontamination, les poules
(traitées durant 3 jours avec de la tylosine) ont été maintenues dans le local d’élevage. Ainsi,
on a pu montrer la persistance de C. botulinum durant quatre mois au niveau des circuits de
ventilation et durant tout le suivi chez les ténébrions, sur les murs, les pondoirs, les tapis de
ponte et la surface des ceufs pondus, bien que la bactérie ne soit pas retrouvée dans les
fientes des poules et les écouvillons cloacaux (Souillard et al. 2017b). Un second suivi a été
réalisé durant sept mois dans un élevage de poulets de chair aprés le départ pour I'abattoir
d’un lot reconnu a posteriori infecté par C. botulinum de type mosaique D/C et la désinfection
du local. Les prélévements effectués a I'entrée et a la sortie de cinq lots successifs de poulets
ont permis de révéler la persistance d’un portage sain dans les différents lots pendant plusieurs
mois, tandis que la bactérie était toujours détectable au septiéme mois du suivi dans les circuits
de ventilation du local d’élevage (Souillard et al. 2021).

Les données concernant les élevages bovins et leur environnement sont en revanche plus
limitées. Elles relévent essentiellement d’observations ou d’investigations qui, suite a la
découverte de foyers de botulisme en lien épidémiologique avec des élevages avicoles, ont
permis la détection de C. botulinum (types mosaiques C/D ou D/C) dans les paturages, les
batiments d’élevage (stalles) et le fumier ou le lisier (Souillard et al. 2017b; Souillard et al.
2015).
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3.4.2.2 Persistance et croissance dans les litieres et effluents

Outre la contamination des locaux d’élevage liée a la présence des animaux d’élevage
porteurs asymptomatiques ou malades, il apparait que le principal apport de spores botuliques
dans les paturages, prairies et terres agricoles tient, indépendamment du réle des cadavres
d’animaux, au devenir des litieres, fumiers et lisiers ou eaux résiduaires contaminées et a
l'usage qui en est fait dans le cadre des pratiques agricoles.

En aviculture, la présence de cadavres (et fragments de cadavres) est un point clef du cycle
du botulisme de types C, D ou mosaiques. En effet, ils contribuent grandement a la
contamination des litiéres et des effluents d’élevage (Smart et al. 1987) qui sont souvent
incriminés dans la transmission de C. botulinum aux ruminants domestiques (y compris pour
les types D ou mosaique D/C dont les volailles peuvent étre porteuses asymptomatiques)
(Popoff 1989; Souillard et al. 2017b; Souillard et al. 2015; Souillard et al. 2021).

Les régles de biosécurité applicables aux établissements détenant des volailles (arrété du 29
septembre 2021) imposent aux éleveurs une surveillance quotidienne dans les batiments et
parcours afin de vérifier I'état de santé des volailles et d’évacuer les éventuels oiseaux morts,
dont les cadavres doivent étre collectés et stockés dans un équipement adapté permettant
leur conservation en attendant leur enlévement par I'équarrisseur. En cas de non-respect de
ces prescriptions, les cadavres ou parties de cadavres évacués avec les litieres et déposés
sur les tas de fumier ou laissés sur les parcours seraient accessibles a diverses espéces
animales. Le déplacement des cadavres de volailles, notamment par des chiens, dans des
prairies avoisinantes, a été incriminé dans la contamination d’élevages bovins (Popoff 1989).

La présence de C. botulinum de type C, D ou mosaiques et leur persistance dans les effluents
d’élevage est démontrée en particulier par les investigations portant sur les fumiers de
volailles. C’est le cas dans I'étude rapportée par Souillard et al. (2020) et portant sur 10
élevages (poulets de chair, poules pondeuses ou dindes) touchés par un épisode de botulisme
aviaire de type mosaiques C/D ou D/C: deux séries de préléevements (en surface et en
profondeur) ont été collectées a deux mois d’intervalle (la premiére série étant effectuée deux
semaines apres I'enlévement des litieres des batiments contaminés) sur les tas de fumiers
stockés en extérieur. Les analyses (détection par PCR en temps réel aprés enrichissement)
ont montré la présence de C. botulinum dans 56,5 % (161/285) des échantillons prélevés sur
les deux périodes. En outre, 'abondance d’échantillons positifs pour C. botulinum était
significativement plus élevée a la seconde visite (65,8 % vs 49,7 %, P<0,01), et dans les
prélevements de surface des tas (63,1 % dans les prélevements de surface vs 50 % dans les
prélevements en profondeur, P=0,025). Ces données soulignent la persistance de la
contamination durant ce temps de stockage et suggérent la possibilité d’'une multiplication de
la bactérie. Elles complétent les observations épidémiologiques identifiant le fumier de volaille
(issu de lots infectés - malades ou non - par C. botulinum) comme I'une des principales sources
de contamination a 'origine des foyers de botulisme bovin de type C ou D (Popoff 1989; Payne
et al. 2011; Relun et al. 2017; Souillard et al. 2017a; Souillard et al. 2021).

Dans le cadre du projet BOTUSOL, il a été observé une persistance de C. botulinum d’au
moins 7 mois, dans un fumier de bovins traité a la chaux, et d’au moins 3 mois dans le lisier,
dans des élevages bovins infectés (Le Maréchal, communication personnelle, 2021).

L’ensemble de ces observations souligne l'importance des effluents d’élevage dans la
dispersion de C. botulinum et la contamination de I'espace agricole.
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Le développement d’'un foyer de botulisme en élevage bovin ou aviaire, de méme que le
portage asymptomatique (types D et mosaique D/C en patrticulier) dans des élevages aviaires
s’accompagnent d’'une large dissémination de la bactérie dans les locaux (surfaces et
équipements en contact avec les animaux ou leurs déjections, comme les circuits de
ventilation ou les tapis de ponte en élevage avicole) et leurs abords. Des études longitudinales
dans les foyers aviaires ont montré, en 'absence de décontamination, la persistance de C.
botulinum au moins durant les 5 & 7 mois correspondant a la durée du suivi.

Les effluents, issus de ces foyers, en particulier les matieres fécales et urines (avec ou sans
litiere) sont largement contaminés (en particulier lorsqu’ils sont d’origine aviaire). Leur suivi,
jusqu’a sept mois dans du fumier de bovins (pourtant traité a la chaux) montre la persistance
de C. botulinum, et des études de tas de fumier de volailles stockés sans traitement durant
deux mois suggerent (données a confirmer) une possibilité de multiplication. Ces données
montrent qu’un assainissement naturel par simple stockage ne peut étre envisageé.

3.4.3 Persistance et croissance dans les prairies et autres surfaces agricoles

Peu de données sont disponibles sur le devenir des C. botulinum du groupe Ill, suite a
'épandage d’effluents d’élevages bovins et aviaires contaminés, sur des prairies ou des
surfaces cultivées. La partie ci-dessous s’intéresse au devenir de cette bactérie dans le sol,
I'aspect concernant la contamination éventuelle des végétaux produits sur ces surfaces étant
traitée plus loin dans ce rapport (Section 3.4.5).

3.4.3.1 Persistance et croissance aprés épandage sur les prairies

Il est reconnu depuis longtemps que la mise au paturage de bovins dans des prairies sur
lesquelles des effluents provenant d'élevage de volailles ont été épandus est un facteur de
risque de développement de foyers de botulisme (Popoff 1989). La contamination peut étre
objectivée par la détection de I'agent pathogéne sur le sol, soit dans des échantillons de terre,
soit dans des prélévements réalisés en surface avec des pédichiffonnettes, comme I'ont
montré Souillard et al. (2017a) en identifiant C. botulinum de type mosaique D/C dans des
patures contaminées du fait de leur proximité avec des élevages de volailles infectées.

Une publication de Smart et al. (1987) relative au suivi d’'un élevage bovin dont les animaux
avaient contracté le botulisme (type C) une dizaine de jours apreés épandage de litiere de
volailles sur leur pature, mentionne la réapparition de la maladie chez un bovin réintroduit sur
la pature deux mois aprés I'épandage. En revanche, aucun cas n’a été signalé chez des
moutons et des bovins remis sur cette pature, respectivement sept et huit mois aprés
I'épandage. Par ailleurs, I'ensilage réalisé a partir d’herbe collectée sur cette parcelle trois a
quatre mois aprés épandage n’a pas occasionné de résurgence de botulisme.

Dans leur étude, Souillard et Kuntz (2020) ont suivi une parcelle enherbée aprés épandage
avec enfouissement d’'un fumier stocké sous bache durant deux mois apres un épisode de
botulisme de type mosaique C/D dans un élevage de dinde. Le fumier était contaminé (17
échantillons positifs sur les 20 analysés), et C. botulinum a été détecté (2 pédichiffonnettes
positives sur les 2 analysées) apreés épandage sur une parcelle initialement non contaminée.
Aprés cing mois la bactérie était toujours détectée sur le sol (1 pédichiffonnette positive sur 2
et dans 3 échantillons de terre sur 12).

Nous citerons enfin un suivi effectué par Notermans et al. (1981) aprés identification d’'un foyer
de botulisme bovin consécutif a la distribution aux animaux de grains de brasserie (malt)
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contaminés par une souche de C. botulinum de type B protéolytique. Les auteurs ont observé
le développement d’un cycle initié par 'épandage (en hiver et début du printemps) du fumier
contaminé a partir des féces des bovins, suivi d’'une contamination de I'ensilage d’herbes
récoltées sur ces terrains et d’'une excrétion de la bactérie dans les féces des bovins nourris
I'hiver avec cet ensilage et fréquentant les paturages I'été. Dans cette étude, les spores étaient
encore présentes dans le sol des patures 2,5 années plus tard, avec une augmentation
significative de la concentration de spores détectées dans les échantillons de sol par rapport
aux controles initiaux (130 NPP/g [50-130] versus < 0,2 NPP/g [<0,1-1]). Il est cependant
difficile de définir si ces observations portant sur C. botulinum de type B protéolytique (groupe
I) sont transposables aux cas de contamination par C. botulinum du groupe IIl.

3.4.3.2 Persistance et croissance apres épandage sur des sols cultivés

Les effluents d’élevage sont largement utilisés pour la fertilisation organique des sols voués
aux productions végeétales, qu’elles soient a vocation alimentaire (cultures fourragéres,
céréaliéres, légumiéres, etc.) ou non.

Il existe trés peu de travaux sur le devenir des Clostridium aprés I'épandage d’effluents sur
des sols cultivés. Dans une étude menée sur dix années en Ontario (Canada), Scott et al.
(2018) ont comparé les concentrations en Clostridium sp. dans des échantillons de sols
prélevés sur des parcelles cultivées avec du mais et fertilisées ou non avec trois types de
compost (compost de biodéchets, de déchets de jardins ou de lisier de porc). Alors qu'ils
n’'étaient pas détectables (< 20 UFC3/g masse seche) dans la majorité des parcelles témoins
(sans compost) ou amendées avec les composts de biodéchets et de déchets de jardins, les
Clostridium ont été retrouvés régulierement a des concentrations comprises entre 5.10% et
1,3.10% UFC/g (masse séche) dans les sols des parcelles fertilisées avec du compost de lisier
porcin, démontrant ainsi le role de I'apport d’effluents d'élevage sur la présence de Clostridium
dans les sols agricoles.

Quelques investigations concernent spécifiquement la recherche de C. botulinum dans des
parcelles fertilisées avec des effluents issus d’élevages atteints de botulisme. Une étude
réalisée dans le cadre du projet BOTUSOL (Le Maréchal, communication personnelle, 2021)
portait sur la fertilisation (épandage avec enfouissement précédant le semis) avec un lisier de
bovins atteints de botulisme de type mosaique D/C (concentration dans le lisier inférieure a
8,1 NPP/g [2,6-25]) : les échantillons prélevés sur le sol en surface immédiatement aprés
épandage se sont avérés tous positifs, mais étaient négatifs un mois plus tard alors que dans
I'étude de Souillard et Kuntz (2020) présentée précdemment les échantillons de sols étaient
encore positifs cing mois plus tard.

Des expérimentations ont été enfin réalisées sur des sols fertilisés avec des composts inoculés
artificiellement avec C. botulinum ou C. sporogenes (utilisé notamment comme substitut de C.
botulinum du groupe I).

Girardin et al. (2005), en fertilisant des parcelles avec un compost de fumier de bovin inoculé
avec des spores de C. sporogenes, ne constatent qu’une faible diminution du nombre de
spores dans le sol (inférieure a 0,7 log) et détectent la présence des spores a un niveau encore
élevé (4,7 log UFC / g de sol (masse séche)) seize mois plus tard.

Une étude de Gessler et Béhnel (2006) menée en plein champ indique que les spores de C.
botulinum de type D sont encore détectables au-dela de 2,5 ans dans un sol amendé avec un
compost de biodéchets contaminé artificiellement a raison de 10° spores / g (soit un apport de

36 Unité formant colonie.
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3 x 108 spores par m?). Dans ce cas, un transfert en profondeur (entre 10 et 30 cm) est observé
aux plus fortes concentrations. Avec une dose d’'inoculum plus faible évaluée a 102 spores/ g,
les spores sont seulement retrouvées dans la partie superficielle (0 & 3 cm) et ne sont plus
détectables au bout de deux ans.

Il faut rappeler, a propos de ces observations, que le devenir de C. botulinum en termes de
croissance et de survie est fortement dépendant des caractéristiques des sols et de I'effet des
différents facteurs abiotiques et biotiques que la bactérie y rencontre (Palmer et al. 2019). En
outre, il existe une forte association entre la présence des spores de type C ou D et les teneurs
élevées en matieres organiques (Espelund et Klaveness 2014). Les observations
précédemment citées montrent donc la possibilité d’une persistance prolongée de C.
botulinum aprés épandage d’effluents, notamment lorsqu’ils sont fortement contaminés
comme c’est le cas dans les études dans lesquelles les sols ont été expérimentalement
inoculés avec des quantités importantes de bactéries. Pour des contaminations faibles, les
recherches se heurtent aux problémes d’échantillonnage et aux limites de détection de la
bactérie.

\

D’'une maniére générale, la capacité des spores de C. botulinum a survivre de maniére
extrémement prolongée dans le sol ou les amendements organiques apportées aux cultures
(Gessler et Béhnel 2006; Palmer et al. 2019) induit un risque de contamination des végétaux
produits et, par leur intermédiaire, celui d’'une contamination des animaux et humains les
consommant.

La connaissance du devenir de C. botulinum dans le sol aprés épandage d’effluents
d’élevages bovins et aviaires contaminés sur des prairies ou des terrains cultivés souffre d’un
manque de données, lié au peu d’études disponibles.

Dans le cas des prairies, la principale étude disponible (Notermans et al. 1981), suite a un
épisode de botulisme bovin de type B protéolytique (groupe I), reléve un accroissement de la
quantité détectable de bactéries dans le sol par rapport aux contréles initiaux et la présence
de C. botulinum 2,5 années plus tard. Les études (données essentiellement qualitatives)
réalisées aprés épandage d’effluents d’élevage contaminés par des souches de C. botulinum
du groupe lll dans le sol des patures dépassent rarement quelques mois. L’'une d’entre elles
reléve un cas de botulisme lors de la mise a I'herbe de bovins deux mois aprés I'épandage,
mais aucun cas aprés leur mise a I'herbe sept a huit mois aprés I'épandage (Smart et al. 1987).

Les quelques études de terrain portant sur la recherche de C. botulinum dans la terre, aprés
épandage d’effluents naturellement contaminés sur des surfaces consacrées a des cultures,
montrent que I'abondance et la durée de détection de la bactérie (ce qui doit étre aussi le cas
lors d’épandages sur prairies) paraissent dépendre du niveau de contamination du produit
épandu. Ainsi, aprés épandage avec enfouissement d’un lisier de bovin contenant une charge
en C. botulinum de type mosaique D/C estimée a moins de 10 NPP/g en vue de fertiliser un
terrain avant semis de colza, la bactérie devient indétectable dans des échantillons de terre
prélevés un mois plus tard. La détection de la bactérie est en revanche prolongée aprés
épandage de produits plus fortement contaminés, atteignant plusieurs années dans des
parcelles recevant des fertilisants organiques expérimentalement inoculés avec des
concentrations de C. botulinum atteignant au moins 10° UFC par gramme de matiére séche.

3.4.4 Persistance dans les poussiéres et aérosols

L’'observation de cas répétés de botulisme dans des élevages bovins situés a proximité
d’élevages aviaires ou de parcelles ou des effluents d’élevages contaminés ont été stockés
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ou épandus pose la question de la persistance de C. botulinum dans les poussieres et aérosols
et de leur réle dans la contamination de ces animaux. La question se pose aussi d’un risque
éventuel pour les riverains exposés.

Les poussiéres constituent le principal polluant atmosphérique en élevage intensif de porcs et
de volailles (Cambra-Lépez et al. 2010). Elles sont constituées d’'un mélange de plusieurs
types de composants organiques et inorganiques tels que des moisissures, des bactéries ou
des virus, des mycotoxines et des endotoxines. Elles véhiculent également des gaz irritants
(NH3) et des produits chimiques tels que des désinfectants, des métaux lourds, des pesticides
et des antibiotiques. Les féces, particulierement séches en élevages avicoles, constituent une
source importante des poussiéres générées.

Les agents pathogenes aéroportés, y compris les spores bactériennes, peuvent causer de
nombreuses maladies, notamment le botulisme (Bhardwaj et al. 2021). lIs se disséminent par
l'air via les poussiéres, les aérosols et les gouttelettes. lls sont souvent associés a des
particules comme des fragments de sol ou des agglomérats d’autres cellules microbiennes.
Du fait de leur faible taille (les bioaérosols bactériens ont un diamétre inférieur a 10 um (Li et
al. 2011)), les bactéries peuvent rester en suspension dans I'atmosphére pendant quelques
jours et peuvent étre transportées sur de tres longues distances (plusieurs milliers de km)
(Després et al. 2012).

3.4.4.1 Aérosolisation des bactéries dans ou a proximité des élevages.

Des guantités de matiéres particulaires élevées sont mesurées prés des batiments d’élevage
(McEachran et al. 2015), en particulier dans les élevages de volailles (jusqu’a 200 fois plus
élevés que dans l'air ambiant), suivis par les élevages porcins, les élevages laitiers émettant
des quantités de poussiéres dans l'air les plus faibles parmi les trois productions (Aarnink et
Ellen 2007; Winkel et al. 2015; Lai et al. 2014). Les quantités de particules dans I'air varient
selon le type d'élevage. Ainsi, une étude menée en France dans des installations
commerciales d'élevage de poules pondeuses a permis de montrer une concentration de
poussiéres ambiantes respirables (<4 pm) nettement supérieure dans des voliéres en
comparaison d’élevages au sol ou en cages. Le type de logement et la présence de litiere ont
un effet prépondérant sur la qualité de l'air. Les concentrations de poussiéres dans les
batiments d’élevage en cages étaient influencées par la conception des cages et les pratiques
d'élevage, tandis que la gestion de la litiére, I'adge des poules et le contrdle de la température
étaient des facteurs déterminants pour les niveaux de poussiéres dans les logements au sol
(Le Bouquin et al. 2013).

Dans les élevages au sol, la litiere représente la principale source de poussiéres organiques.
Les bioaérosols de poussiéres peuvent contenir des bactéries appartenant a de hombreux
genres tels que Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium, Pasteurella, Vibrio, Enterobacter,
Salmonella, Brucella, Leptospira, Haemophilus, Mycoplasma, Yersinia, Staphyloccocus,
Streptococcus, Micrococcus, Pantoea, et Sarcina (Sieminski 2001), provenant du sol, de
I'aliment, de la litiére ou des oiseaux (Lonc et Plewa 2010).

Les Firmicutes et Actinobacteria sont les phyla prédominants identifiés dans la poussiére des
élevages bovins, Staphylococcus, Romboutsia, Corynebacterium et Paeniclostridium étant les
genres les plus abondants (Martikainen et al. 2021). Le genre Clostridium est également
détecté mais son abondance relative est plus faible (Martikainen et al. 2021).

Dans la salle de traite, les poussiéres sont générées par les matiéres fécales et la peau des
animaux (Roque et al. 2016) et mises en suspension dans l'air par les mouvements de ces
derniers. La voie aéroportée constitue une source de contamination du lait (Piessens et al.
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2011; Vacheyrou et al. 2011; Bayle et al. 2021). Les genres bactériens prédominants identifiés
dans des prélévements d’air dans les salles de traite sont Curtobacterium, Bacillus,
Corynebacterium, Aerococcus, Staphylococcus et Pseudomonas (Vacheyrou et al. 2011). Les
agents pathogénes anaérobies n’ont pas été recherchés dans ces études.

3.4.4.2 Détection de C. botulinum dans les poussiéres

La poussiére est considérée comme un des composants du réservoir naturel de C. botulinum
au méme titre que le sol. C. botulinum a pu étre détecté dans des poussiéres lors
d’investigations menées dans le cadre d’épisodes de botulisme infantile (Arnon et al. 1979;
Nevas et al. 2005; Derman et al. 2014).

En ce qui concerne la contamination des poussiéres dans les élevages, une étude menée en
Allemagne dans 49 élevages de bovins n’a permis de détecter des spores de C. botulinum
que dans un échantillon de poussiére d'un élevage laitier et uniquement du type B (Schmid et
al. 2013). (Schmid et al. 2013).

Lors d’épisodes cliniques de botulisme en élevage de volailles, la détection de C. botulinum
via des chiffonnettes au niveau des murs des batiments ou dans les circuits de ventilation
montre la présence de la bactérie dans les poussiéres (Souillard et al. 2014).

La dissémination de C. botulinum par l'air a été suggérée pour expliquer la contamination
d’'une pature située a une centaine de métres d’'un batiment de volailles (Souillard et al. 2017a).

3.4.4.3 Dissémination par voie aérienne lors de I'épandage des effluents

Du fait du faible taux d’humidité (caractére pulvérulent) des fumiers de volaille, I'épandage de
ces derniers est propice a l'aérosolisation de matiéres particulaires (mélange complexe de
particules liquides et solides en suspension dans l'atmosphére) (Kabelitz et al. 2020).
L’épandage de fumier de volaille frais (taux d’humidité de 30 a 50 %) permet de réduire
I'aérosolisation des matiéres particulaires et la dispersion microbienne au cours des opérations
d’épandage. Au contraire, un stockage prolongé en été ou un séchage du fumier sans
granulation®” est a éviter pour prévenir une trop forte aérosolisation de matieres particulaires
et indirectement des agents microbiens pathogénes lors de I'épandage. Le traitement idéal
des effluents d’élevage pour minimiser I'aérosolisation des matiéres particulaires et des
bactéries est le compostage tant que le taux de matiére séche reste inférieur a 70 % (Kabelitz
et al. 2021). Une distance d’au moins 150 m et de maniére optimale supérieure a 400 m de la
source d’émission des matiéres particulaires, déterminée a partir d’'une étude portant sur C.
difficile, est conseillée pour minimiser le risque pour la santé publique (Kabelitz et al. 2021).

Une étude récente a montré que lors des opérations d’épandage, les bactéries présentes dans
le fumier de volailles sont facilement aérosolisées, ce qui pourrait étre lié a leur attachement
aux particules du fumier de faible densité. Les émissions de bactéries d’origine fécale sont
beaucoup plus faibles lorsque I'épandage est réalisé avec enfouissement dans le sol. Cette
technique réduit ainsi le risque d’infection par voie aérienne des travailleurs lors des opérations
d’épandage. Le dénombrement des entérocoques aprés épandage sans enfouissement a par
exemple été estimé a 2,9.10° entérocoques dans 1 m* d’air contre 9,4.10% avec enfouissement
(Thiel et al. 2020).

Des épisodes de botulisme bovin ont déja été rapportés chez des animaux situés a plusieurs
centaines de meétres des champs dans lesquels du fumier de poulets contaminé était stocké

87 La granulation consiste a comprimer la matiére en granulés par pressage.
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ou épandu. Une des voies de contamination suspectée est la dissémination par le vent de C.
botulinum et/ou de la toxine botulique présentes dans le fumier (Hogg et al. 2011).

L’analyse® d’un produit pulvérulent issu de litieres de volailles et incriminé dans le
développement d’un foyer de botulisme de type mosaique D/C dans un élevage bovin situé a
une distance de 150 a 250 metres du lieu d’épandage, a montré une absence de toxine a un
niveau détectable et une quantité de C. botulinum détectée apres enrichissement par PCR en
temps réel de 15 NPP / g apres traitement thermique (inactivant les formes végétatives), contre
35 NPP / g sans traitement thermique (présence de spores et formes végétatives) (Le
Maréchal, communication personnelle, 2021). Cette observation souligne les capacités des
formes végétatives a se maintenir sous forme viable au contact de 'air dans un tel substrat.

C. botulinum peut étre détectée dans les circuits de ventilation et au niveau des parois des
batiments dans les élevages contaminés, suggérant fortement sa dissémination par les
poussieres. Le rdle des poussiéres entrainées par le vent lors d’épandage d’effluents
contaminés ou a partir de tas de fumiers de volailles a fait I'objet de nombreuses constatations
épidémiologiques suite a I'éclosion de foyers de botulisme bovin. A cet égard, les fumiers de
volaille, du fait de leur teneur en matiéres seches élevé (faible teneur en eau) et de la faible
taille des particules, sont plus propices a I'émission de matiéres particulaires que les fumiers
de bovin. Des études portant sur C. difficile dans des effluents de volailles ont montré que la
bactérie pouvait étre ainsi propagée sur 150 a 400 metres du site d’épandage.

3.4.5 Contamination des végétaux destinés a I’alimentation animale et humaine

3.4.5.1 Contamination des végétaux par des bactéries pathogeénes pour les animaux
et les humains

La quasi-totalité des connaissances sur la contamination des végétaux par des bactéries
pathogénes résulte d’études initiées pour tenter d’expliquer le développement de TIAC*
consécutives a la consommation de végétaux crus. Elles portent notamment sur Salmonella
spp., Escherichia coli, Campylobacter jejuni ou Listeria monocytogenes, bactéries retrouvées
notamment dans les rejets fécaux d’origine animale et véhiculées dans les fertilisants
organigues (Heaton et Jones 2008; Park et al. 2012; Ktape¢ et al. 2016; Jo et Park 2019).

Le devenir de ces bactéries est notamment étudié lorsqu’elles sont déposées par aspersion
sur les feuilles (salades, épinards, etc.) ou mises en contact avec les racines lorsque la plante
se développe dans un substrat inoculé avec I'agent pathogéne.

Déposées sur les feuilles et bien qu'exposées a une forte dose d’'UV et a des fluctuations de
température et d’humidité qui peuvent altérer leur viabilité (Heaton et Jones 2008), certaines
bactéries, notamment si elles expriment des facteurs d’adhésion, peuvent rencontrer, dans
des microsites, un écosysteme favorable leur permettant de persister (une quinzaine de jours
par exemple pour certaines souches d’Escherichia coli) sur les surfaces foliaires de certaines
plantes (Fett 2000; Macarisin et al. 2013).

38 Mesures réalisées sur des triplicats avec une prise d’essai initiale de 25 g.

39 Les toxi-infections alimentaires collectives ou TIAC correspondent a I'apparition d’au moins deux cas similaires
d'une symptomatologie, en général gastro-intestinale, dont on peut rapporter la cause a une méme origine
alimentaire.
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Certaines bactéries entéro-pathogénes (telles que E. coli 0157 :H7 et des salmonelles) en
contact des plantes peuvent pénétrer dans les tissus végétaux (Jo et Park 2019) a partir des
feuilles (pénétration par les stomates, par exemple) et/ou des racines. Au niveau des racines,
la rhizosphere représente un écosystéme microbien complexe influencé par les sécrétions
racinaires (Narula et al. 2012) au sein duquel il est possible d’isoler des bactéries pathogénes
(Ktapec et al. 2016) et a partir duquel elles peuvent éventuellement pénétrer dans les tissus
de la plante et devenir des bactéries endophytes (Wright et al. 2017).

Peu d’études portent sur la persistance ou la colonisation de végétaux par des Clostridium.
Malgré un taux de détection éleveé (87,6 %) dans des échantillons de terre collectés a partir de
la rhizospheére de différents végétaux (laitues, aneth, radis, carottes et betteraves, avec des
concentrations atteignant parfois 4 logio UFC /g de matiere seche), Ktapec et al. (2016), dans
une étude réalisée en Pologne, ne détectent C. perfringens que dans une faible fraction des
végétaux analysés (2 sur 35 analysés, soit 5,7 %).

Par ailleurs, Zeiller et al. (2015), en plantant du tréfle dans un substrat stérilisé co-inoculé avec
des spores de C. sporogenes ou C. botulinum type D et Rhizobium leguminosarum (1 mL de
suspension contenant pour moitié 10>’ spores par mL de C. botulinum type D et 10’ UFC par
mL de Rhizobium leguminosarum déposé a la base de chaque plant de trefle), constatent les
concentrations les plus importantes dans la rhizosphere des plantes, notamment en surface
radiculaire, dans l'espace intercellulaire de la partie corticale de la racine et des jeunes
pousses. Toutefois, cette unique étude disponible a été réalisée a partir de concentrations
bactériennes élevées sans rapport avec les concentrations habituellement détectées dans les
effluents épandus, et dans un substrat stérilisé éliminant les compétitions microbiennes. Ces
conditions ne correspondent pas a celles normalement observées dans le sol et les résultats
ne sont pas corroborés par des études de terrain ou sur des végétaux récoltés pour
I'alimentation animale ou humaine. Ainsi, si cette étude estime possible une internalisation de
C. botulinum dans certains végétaux et pour certaines conditions, elle ne permet pas de
conclure a une réelle colonisation de la plante, ni de juger de I'importance de ce phénomene
in situ.

3.4.5.2 Contamination des véqgétaux destinés a I'alimentation animale

Les observations sur la contamination éventuelle de végétaux dédiés a 'alimentation animale
se limitent, suite & la découverte de foyers de botulisme aviaire ou bovin, a la détection
précédemment évoquée de C. botulinum en surface de patures contaminées a la suite
d’épandage ou exposées a des poussiéres ou aérosols véhiculant la bactérie et/ou sa toxine.
Popoff (1989) a recensé (avec détection de la bactérie et/ou sa toxine) différents végétaux
(foin, luzerne, betteraves fourragéres, grains) incriminés comme véhicules de contamination
des bovins. Il est cependant impossible dans la majeure partie de ces cas de définir si les
végétaux étaient contaminés avant, pendant leur récolte (présence de terre contaminée,
notamment lors d’'un fauchage trop ras du sol, présence du cadavre d’un petit animal broyé
par I'ensileuse, etc.), durant leur stockage (présence de cadavres de rongeurs, oiseaux,
reptiles, etc.) ou apres transformation (préparation a la ferme des aliments du bétail).

Les observations de terrain ne semblent pas corroborer I'hypothése d’une multiplication de C.
botulinum sur ou dans les végétaux avant leur récolte, mais soulignent I'importance de leur
contamination a partir des spores ou formes végétatives présentes ou apportées dans le sol
lors des opérations de fertilisation organique. Le mode de conservation des fourrages joue un
rOle important en cas de contamination (hors présence d’un cadavre de petit mammifére,
oiseau ou reptile), le risque de multiplication bactérienne et de production de toxine étant trés
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faible dans le foin sec, important dans le cas d’un fourrage enrubanné trop humide ou d’un
ensilage dont le pH est trop élevé.

3.4.5.3 Contamination des végeétaux destinés a lalimentation humaine (cultures
maraicheéres...)

by

La capacité de C. botulinum a se multiplier sur des fruits et légumes frais est hautement
improbable. Cette question avait été particulierement examinée pour les salades prétes a
'emploi conditionnées en emballage sous atmosphére modifiee. Cest seulement a des
températures élevées (> 20°C) et dans des atmosphéres modifiées (conditions proches de
I'anaérobiose) que la multiplication et la production de toxine ont pu étre mises en évidence
sur diverses especes végétales de légumes frais découpés (ICMSF 2010). Les niveaux de
contamination observés dans les fruits et les légumes frais résultent exclusivement de
'environnement de culture, des transferts depuis le sol et des conditions de la récolte. Par
exemple, la contamination en spores de C. sporogenes s’établissait entre < 100 et 1000
spores/g de plante sur du persil cultivé sur un sol inoculé avec 10° spores/g de sol (Girardin et
al. 2005). Il est a noter que dans cette étude les charges de spores inoculées sont trés
importantes et que dans des conditions normales il faut s’attendre a un niveau de
contamination des végétaux beaucoup plus faible.

D’une maniére générale, le risque majeur de contamination est lié a la capacité des spores a
persister longtemps dans le sol ou dans les amendements organiques contaminés apportés
aux cultures (Gessler et Bohnel 2006; Palmer et al. 2019). Ce risque peut aussi découler d’'une
irrigation des cultures avec des eaux contaminées (eaux résiduaires par exemple). Mais si la
présence de C. botulinum sur des fruits et légumes frais est établie par plusieurs enquétes,
des contaminations supérieures a 1 spore /g sont exceptionnelles (Notermans 1993 ; Carlin et
al. 2004). En outre, si la contamination par des spores botuliques de végétaux fraichement
récoltés pour la consommation humaine a été mise en évidence, cet événement semble rare,
comme I'a démontré une étude réalisée en France avec seulement 2 échantillons positifs sur
316 analysés (carottes et haricots verts) (Sevenier et al. 2012). Dans ce type d’études,
réalisées en dehors du contexte de fertilisation avec des effluents issus d’élevages infectés,
le type B est le plus communément détecté en Europe, et le seul retrouvé dans I'étude
francaise.

Le GT rappelle que les foyers de botulisme alimentaire décrits dans la littérature sont souvent
liés aux toxines botuliques de types A et B. Les produits végétaux incriminés sont des
conserves de légumes, suite au non-respect des barémes de stérilisation, et non des Iégumes
frais (Anses 2021a).

Les connaissances relatives a une contamination des végétaux (productions légumiéres
notamment) découlent essentiellement d’études expérimentales sur la persistance en surface
et les possibilités d’'internalisation dans la plante de bactéries entéro-pathogenes apportées
par des fertilisants organiques, et incriminées dans des TIAC (salmonelles, E. coli, etc.). Une
expérimentation de Zeiller et al. (2015) portant sur des plants de tréfle, mis en culture dans un
substrat stérilisé inoculé avec des spores de C. sporogenes ou C. botulinum type D avec une
co-inoculation des Rhizobium, a montré que ces bactéries trouvaient dans la rhizosphere de
la plante un environnement favorable (susceptible de permettre leur croissance) a partir duquel
elles pouvaient pénétrer dans la racine. Les conditions particulieres de cette expérimentation
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et les fortes concentrations microbiennes utilisées ne permettent pas cependant, de statuer
sur la réalité d’'une internalisation et sur son importance dans les conditions naturelles.

Aucune observation de terrain, en alimentation animale ou humaine, ne semble corroborer
I'hypothése d’une multiplication de C. botulinum sur ou dans les végétaux avant leur récolte.
Le risque découle de la persistance de I'agent pathogéne en surface (feuilles et/ou racines)
aprés que le végétal ait été directement en contact avec I'effluent (épandage sur prairie par
exemple) ou contaminé a partir des bactéries présentes dans le sol.

En alimentation animale, la contamination des végétaux par C. botulinum est principalement
décrite a la suite d’épandages sur prairies. A cet égard, le délai de trois a cing semaines au
minimum aprés épandage habituellement conseillé avant la mise a I'herbe des ruminants ou

la récolte des végétaux destinés a leur alimentation, est insuffisant pour prévenir le
développement de la maladie.

Si la contamination par des spores botuliques de végétaux fraichement récoltés pour la
consommation humaine peut étre mise en évidence, elle s’avére généralement rare, avec des
niveaux trés faibles : les concentrations supérieures a 1 spore de C. botulinum / g sont
exceptionnelles.
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4 Opérations de décontamination en élevage :
procédés applicables et efficacité vis-a-vis de
Clostridium botulinum

La présence et la persistance de C. botulinum de types C, D et mosaiques dans les élevages
atteints soulignent I'importance des mesures de décontamination a mettre en ceuvre afin de
prévenir les résurgences et le développement de nouveaux foyers en lien épidémiologique
avec les précédents.

La décontamination®, est définie** comme la série d'opérations, comprenant notamment des
actions de nettoyage et de désinfection, visant a obtenir I'élimination ou la réduction du nombre
d’agents pathogénes jusqu'a un niveau ne permettant plus leur dissémination.

Comme I'ont montré les différentes études présentées dans le chapitre précédent, les sites et
matrices sur ou dans lesquels persistent ces bactéries, et donc a prendre en considération
lors de la détection d’'un épisode de botulisme en élevage, peuvent étre classés en trois
catégories :

e Les supports inertes représentés par les batiments et matériels d’élevage, en incluant
les véhicules (tracteurs, bennes...) ;

¢ Les produits organiques, notamment les effluents d’élevages (litieres, fumier, lisier, eaux
résiduaires) et aliments contaminés ;

e Les matrices environnementales, représentées notamment par les abords des locaux
d’élevage, parcours, patures, etc.

Les cellules végétatives de C. botulinum n’étant pas connues comme particulierement
résistantes et la toxine botulique en elle-méme pouvant étre assez aisément détruite (Arnon
et al. 2001), les spores de C. botulinum seront la cible privilégiée des procédés de
décontamination, choisis et dimensionnés a dessein.

Le choix des procédés de décontamination, qu’ils soient physiques, chimiques ou biologiques,
appliqués seuls ou en association, en fonction des supports et matrices considérés, est donc
conditionné par leur activité sporicide. Cette activité peut étre évaluée sur les spores
botuliques de types C, D ou mosaiques ou, a défaut, sur des spores d’autres espéces
bactériennes (micro-organismes d’essais), dont le caractére de résistance est jugé au moins
équivalent et qui peuvent étre recherchées a la place de C. botulinum en tant qu’indicateurs
de traitement (voir section 0).

Il convient donc, pour répondre aux questions de la saisine, d’évaluer sur la base des
connaissances disponibles, les résultats attendus des traitements envisageables dans les
conditions du terrain permettant la destruction des spores de C. botulinum. Il faut en outre
rappeler que la méconnaissance des doses infectieuses (quantités de spores et/ou de formes
végétatives de C. botulinum du groupe lll) et des doses toxiques (quantités de toxine de type
C, D ou mosaiques) par voie orale, trés variables d’'une espéce a 'autre, sont méconnues, ce
qui ne permet pas de définir une « dose acceptable » a atteindre pour évaluer I'efficacité des

40 Dans le cadre du réglement biocide 528/2012/CE, la terminologie décontamination est liée aux moyens et
mesures d’élimination du produit biocide des zones traitées ou en cas de rejet dans I'environnement. Dans le
contexte de cette saisine, le terme décontamination est employé au sens d’'un traitement (visant I'élimination de
I'agent pathogene) par nettoyage et désinfection.

41 D’aprés le guide technique du plan national d’intervention sanitaire d’urgence (PNISU) dans le domaine de la
santé animale sur la décontamination d’'un élevage. DGAL, février 2021.
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traitements de décontamination proposés. A cet égard, et compte tenu des méthodes
analytiques disponibles pour ces contrdles (cf. section 3.3), on considérera comme efficace
tout traitement qui réduit a un niveau non détectable la présence de C. botulinum et de
ses toxines, sur les supports ou dans les matrices considérés. C’est ce sens que nous
donnerons dans ce document a un traitement assainissant et a la notion
d’assainissement vis-a-vis de C. botulinum.

Deux remarques s’'imposent cependant. La premiére porte sur le sens donné a cet objectif ; la
seconde est relative a la notion d’« hygiénisation » par rapport a celle d’« assainissement ».

o Faute de pouvoir atteindre I'objectif fixé dans certaines matrices (effluents par exemple),
il pourrait étre quand méme satisfaisant de rechercher abattement significatif de la
charge en C. botulinum. Cette possibilité se heurte néanmoins a la quasi-absence de
données quantitatives sur la contamination de ces matrices et a 'impossibilité de définir
un seuil a atteindre en deca duquel le risque de contracter la maladie devient négligeable
pour les animaux exposés. En effet, ni la dose toxique par ingestion des toxines de type
C, D, mosaiques C/D et D/C, ni la dose infectieuse qui engendre une toxi-infection ne
sont définies chez les bovins et les volailles. Un abattement de la charge bactérienne
peut néanmoins contribuer a réduire la pression infectieuse et limiter le risque
d’émergence d’un foyer de botulisme.

e Dans la terminologie utilisée pour qualifier le traitement des effluents (eaux résiduaires,
boues d’épuration, lisiers, fumiers, etc.), il est habituel de parler d’« hygiénisation ». D’'un
point de vue sanitaire, ce terme peut étre utilisé pour qualifier les effets d’'un traitement
(chauffage par exemple) ou d’'un processus (compostage par exemple) qui réduit a un
niveau non détectable certains agents pathogenes présents ou qui limite le risque
biologigue en réduisant la charge en agents pathogénes a des taux acceptables. En
pratique I'hygiénisation cible des agents pathogénes d’origine fécale (salmonelles,
entérovirus, ceufs d'helminthes, etc.) éventuellement présents dans les effluents bruts
dans le but d’en réduire la concentration et d’interrompre leur transmission.

Il convient enfin de rappeler que les différents procédés qui seront présentés et analysés dans
ce chapitre ne sont pas forcément comparables. En effet, I'objectif premier des procédés
chimiques est I'élimination des micro-organismes pathogénes, alors que celui des procédés
biologiques appliqués aux effluents est en premier lieu une transformation de la matiére
organigue. Dans le compostage, par exemple, la dégradation biologique de la matiére
organique permet d’obtenir un produit riche en composés humiques, stable, homogéne et sans
odeur (compost) valorisable en agriculture ; I'effet hygiénisant observé résulte principalement
de l'augmentation de température provoquée lors de ce processus. Dans la digestion
anaérobie, le but est la production du biogaz et non I'élimination des micro-organismes
pathogénes, laquelle est surtout tributaire des pré- et/ou post-traitements réalisés.

4.1 Décontamination des supports inertes

La décontamination, lorsqu’elle s’adresse aux locaux d’élevages, se congoit en 'absence des
animaux et aprés élimination des cadavres.

4.1.1 Description des procédes

La liste des matrices et surfaces retrouvées en élevage révele la complexité des traitements,
inhérente d’une part a la diversité des milieux a traiter (surfaces métalliques, bois, etc.), et
d’autre part a I'accessibilité et la capacité de nettoyer ces supports (gaines de ventilation par
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exemple). En conséquence, les procédés de décontamination choisis devront étre adaptés a
ces contraintes.

Les procédés de décontamination applicables aux supports inertes en élevage sont physiques
et/ou chimiques.

4.1.1.1 Procédés physigues

Cette voie de décontamination comprend des procédés mécaniques, des procédés
thermiques et des procédés par rayonnements.

4.1.1.1.1 Procédés mécaniques

Les procédés mécaniques (balayage, brossage, dépoussiérage, raclage, nettoyage haute
pression, etc.) sont utilisés lors des étapes de nettoyage du matériel et des batiments pour
retirer le maximum de matiére organique et ainsi maximiser I'efficacité des autres étapes de
décontamination, notamment I'étape de désinfection. L’emploi de détergent en association
avec le décapage est une étape essentielle pour éliminer la matiére organique (voir section
4.1.1.2.1).

4.1.1.1.2 Procédés thermiques

Deux procédés de thermo-désinfection potentiellement actifs sur les spores de C. botulinum
sont utilisables pour le traitement des surfaces en élevage : la flamme appliquée en continu et
la projection de vapeur sous pression a haute température (140 a 150°C).

Dans les deux cas, l'efficacité de la désinfection est influencée par la conductibilité thermique
des matériaux : la flamme, efficace pour du matériel métallique, I'est moins pour des surfaces
en béton, et encore moins pour les sols en terre battue plus ou moins humides pour lesquels
des températures de 1000 °C doivent étre atteintes pour se rapprocher de I'efficacité obtenue
par action de la chaux vive (Valancony et al. 2000). L'efficacité de la vapeur d’eau est altérée
par son refroidissement rapide. Ce procédé peut convenir pour des surfaces limitées a sol
bétonné (en particulier pour détruire les éléments parasitaires) mais n’est pas recommandé
pour les grandes surfaces.

En outre, la mise en ceuvre de la thermodésinfection, tout en nécessitant un matériel
spécifique, est difficile et coliteuse pour I'éleveur.

4.1.1.1.3 Procédés par rayonnement

Ni l'utilisation de rayonnements émis par des lampes UV classiques (peu efficaces sur les
spores), ni celle des générateurs d’'UV a lumiére pulsée (plus efficaces, et utilisés
principalement pour la désinfection d’emballages et d’aliments) (Elmnasser et al. 2007) ne
sont adaptées a la problématique de la décontamination des locaux d’élevages.

4.1.1.2 Les procédés chimiques

Cette voie de décontamination met en jeu des produits détergents (nettoyage, détersion) et
des produits biocides (désinfectants) ayant une activité sporicide.
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4.1.1.2.1 Produits détergents

Est considéré comme « détergent » toute substance ou mélange aux propriétés tensioactives
destinés a des processus de lavage et de nettoyage. Leur commercialisation est encadrée par
le réglement n° 648/2004/CE*2.

L’emploi de détergent associé au décapage est une étape essentielle pour éliminer la matiére
organigue. Suivant les surfaces a nettoyer, cette étape permet aussi de réduire la
concentration de bactéries par un facteur 10 a 1000 en comparaison a un lavage avec eau

mais sans détergent (Blondel et al. 2018; Misra et al. 2020).

4.1.1.2.2 Produits biocides

La mise sur le marché et I'utilisation des produits biocides sont encadrées par le reglement n°
528/2012/CE (dit Réglement Biocides)*®. Au sens de ce réglement, on entend par produit
biocide « 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 sont
destinées a détruire, repousser ou rendre inoffensifs les organismes nuisibles, a en prévenir
I'action ou a les combattre de toute autre maniére par une action autre qu’une simple action
physique ou mécanique ». Les produits biocides destinés a étre utilisés pour la désinfection
des matériaux et surfaces associés a I'hnébergement ou au transport des animaux, pour la
désinfection des surfaces en contact avec les aliments pour animaux et pour la désinfection
de l'eau potable destinée aux animaux, appartiennent au type de produit 3 (TP3) relatif a
I'hygiéne vétérinaire, au type de produit 4 (TP4) relatif aux surfaces en contact avec les
aliments et au type de produit 5 relatif a I'eau potable.

Selon l'article 19 du réglement biocides, une des conditions d’octroi d’'une autorisation de mise
sur le marché (AMM) est que le produit biocide doit étre suffisamment efficace pour les usages
revendiqués.

La désinfection, dans le cas des sites infectés par le botulisme, doit s’effectuer avec un produit
dont l'efficacité sporicide est démontrée dans le cadre du réglement biocides sur I'une des
souches modeéles des normes CEN** applicables, en tenant compte des instructions données
pour l'usage. Parmi les substances actives les mieux adaptées figurent les oxydants et les
désinfectants chlorés. Le classement du désinfectant doit étre pris en compte et les
instructions d’emploi incluant des mesures de prévention visant a limiter I'exposition de
'homme et de I'environnement pour garantir 'absence d’effet nocif du produit lors de son
utilisation doivent étre mises en ceuvre : port d’équipements de protection, désinfection hors
présence humaine, en dehors de I'applicateur, et hors présence animale, gestion des effluents
de produits, gestion du risque d’incendie, etc.

La désinfection peut s’effectuer :

e Par application directe sur les surfaces avec un produit biocide sporicide utilisé sous
forme liquide (ou sous forme solide solubilisée dans un liquide), sous forme de gel ou
de lingettes, par pulvérisation, aspersion, trempage, brossage, essuyage, etc.

e Par application par voie aérienne avec un produit biocide sporicide utilisé sous forme
gazeuse ou sous forme de microgouttelettes (aérosol).

42 Réglement (CE) n° 648/2004 du parlement européen et du conseil du 31 mars 2004 relatif aux détergents.
43 Reglement (CE) n° 528/2012 du parlement européen et du conseil du 22 mai 2012 concernant la mise a
disposition sur le marché et I'utilisation des produits biocides.

44 Comité Européen de Normalisation.

Version finale page 61/ 155 Mai 2022



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0113 »

Dans tous les cas, il est essentiel de respecter les conditions d’utilisation définies dans le cadre
de l'autorisation (concentration d’emploi, température, temps de contact, etc.) et de suivre les
recommandations d’utilisation figurant sur I'étiquetage, pour une efficacité optimale des
produits détergents et biocides. Ainsi, pour les biocides, l'utilisation d’'une eau de dilution
présentant un pH, une dureté ou une température inadaptés, le non-respect de la dose
d’emploi, du mode d’application ou du temps de contact, ou encore le mélange de produits
incompatibles entre eux sont autant de causes d’inefficacité.

4.1.2 Efficacité des procédés

Ce chapitre sera limité aux procédés chimiques, les procédés physiques, si on excepte la
phase capitale de curage et nettoyage, étant peu applicables a la décontamination des locaux
et matériels d’élevage, ainsi qu’aux véhicules.

4.1.2.1 Méthodes d’évaluation de I'efficacité désinfectante des produits biocides dans
le cadre d’'une autorisation de mise sur le marché dans le domaine vétérinaire

Les méthodes d’évaluation des activités microbicides des désinfectants chimiques ont fait
I'objet, au niveau européen, d’'une démarche de standardisation au sein du CEN TC 2164
depuis le début des années 1990. Aujourd’hui, plus d’une trentaine de méthodes de laboratoire
sont publiées ou en cours d’élaboration, et la liste de ces normes ainsi que les modalités de
leur utilisation sont décrites dans la norme générale EN 14885%. Outre les définitions
nécessaires a la compréhension de ces documents, cette norme regroupe les méthodes utiles
pour justifier des revendications biocides dans trois grands domaines : le domaine médical, le
domaine vétérinaire et le domaine alimentaire, industriel, domestique et collectivité.

4.1.2.1.1 Activité sporicide dans les normes CEN

Dans le cadre du CEN TC 216, aucune norme spécifigue au domaine vétérinaire n’a été
publiée pour I'activité sporicide pour les applications directes des produits sur les surfaces.

La norme de base EN 143474 ainsi que la norme de suspension EN 137044 sont utilisées
pour revendiquer une activité sporicide des produits dans les secteurs alimentaire, industriel,
domestique et collectivité. Il existe depuis 2018 une norme de suspension (EN 17126%°) pour
la désinfection des surfaces, des instruments et du textile dans le domaine médical. La norme
EN 17272% (avril 2020) décrit une méthode d'essai permettant d’évaluer une activité
désinfectante de procédés de désinfection des surfaces par voie aérienne. Elle est entre
autres applicable a la démonstration de I'activité sporicide dans le domaine vétérinaire.

45 Technical committee 216 - « Antiseptiques et désinfectants chimiques » du Comité Européen de Normalisation.

46 NF EN 14885 Antiseptiques et désinfectants chimiques - Application des Normes européennes sur les
antiseptiques et désinfectants chimiques.

47 EN 14347 « Antiseptiques et désinfectants chimiques - Activité sporicide de base — Méthode d'essai et
prescriptions (phase 1, étape 1) ».

48 EN 13704 « Désinfectants chimiques — essai quantitatif de suspension pour I'évaluation de I'activité sporicide
des désinfectants chimiques utilisés dans le domaine de I'agro-alimentaire, dans l'industrie, dans les domaines
domestiques et en collectivité — Méthode d’essai et prescription (phase 2, étape 1) ».

49 EN 17126« Désinfectants chimiques — essai quantitatif de suspension pour I'évaluation de I'activité sporicide des
désinfectants chimiques utilisés dans le domaine médical — Méthode d’essai et exigences (phase 2, étape 1) ».

50 EN 17272 « Antiseptiques et désinfectants chimiques — méthodes et désinfection des piéces par voie aérienne
par des procédés automatisés — détermination de [I'activité bactéricide, fongicide, levuricide, sporicide,
tuberculocide, mycobactéricide, virucide et phagocide ».
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En complément a ces listes de normes européennes spécifiques a chacun des trois domaines,
la norme NF EN 14885 spécifie également que, lorsqu’il n’existe aucune norme appropriée
pour une application (exemple : domaine vétérinaire), I'utilisation d’'une norme d’un autre
domaine est recommandée (exemple : domaine médical ou industriel), en adaptant les
conditions d’essais au domaine ciblé.

> Micro-organismes d’essai

Le micro-organisme d’essai désigné dans la norme EN 13704 est la forme sporulée de Bacillus
subtilis (ATCC 6633) avec comme possibilités d'utiliser des micro-organismes additionnels,
des spores de Bacillus cereus (ATCC 12826) et des spores de Clostridium sporogenes (CIP
7939).

La norme médicale EN 17126 rend obligatoire une efficacité sporicide a la fois sur Bacillus
subtilis et Bacillus cereus ; il est néanmoins possible de ne revendiquer que Clostridioides
difficile (anciennement Clostridium difficile). Pour la désinfection des surfaces par voie
aérienne (EN 17272), le micro-organisme d’essai utilisé est Bacillus subtilis.

> Méthodes d’essai

La recherche de l'activité sporicide dans les normes EN 13704 et EN 17126 est réalisée au
moyen d'une suspension permettant d’apprécier une réduction bactérienne supérieure ou
égale a 3 logio (EN 13704) et 4 logio (EN 17126) en 15 a 60 min, a 20°C, en présence de
matiere organique (conditions de propreté ou de saleté). Des conditions d’essai additionnelles
sont également prévues portant sur le temps de contact (entre 15 et 60 min) et la température
(entre 4 et 80°C).

Pour la désinfection des surfaces par voie aérienne (EN 17272), les conditions d’essai
(température, temps de contact) sont fonction des revendications ; la réduction visée est dans
ce cas supérieure ou égale a 3 logao.

4.1.2.1.2 Revue de lefficacité des substances actives biocides dans la littérature

Pour désinfecter des surfaces contaminées par des C. botulinum, il est impératif d’utiliser des
produits biocides dont I'activité sporicide est reconnue (Tableau 4) car c’est sous sa forme
sporulée que C. botulinum est le plus résistant & la désinfection. A noter que I'action sporicide
d’'une substance active peut étre renforcée en fonction des co-formulants qui seront ajoutés
dans le produit fini.

Les familles de substances actives notifiées / approuvées® dans le cadre du réglement
biocides et reconnues par types de produits (TP) destinés a I'hygiéne vétérinaire (TP3), la
désinfection des surfaces en contact avec les denrées alimentaires et les aliments pour
animaux (TP4) et la désinfection des eaux de boisson (TP5) sont présentées dans le Tableau
4 ci-dessous.

Tableau 4 : Familles de substances actives notifiées/ approuvées dans le cadre du reglement biocides
ainsi que leur activité sporicide d’aprés Russell (1990)

Action
[ ‘acti 5 iné sporicide
qullle de Exemples Mode d’action dgtgrm!ne sur p 13 | TP4 | TP5
désinfectants les cellules végétatives (Russel,
1990)
Acides Acide benzoique Inhibitign de la synthése des Non X X X
protéines et des acides sporicide

51 A noter que des dispositions nationales peuvent s’appliquer pour certaines substances actives.
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nucléiques, altération des
parois cellulaires
Alcools Ethanol, Dénaturation protéique N‘.’r? X
Isopropanol sporicide
Inhibition de la synthése des
. Formaldéhyde, protéines et des acides -
Aldehydes Glutaraldéhyde nucléiques, altération des Sporicide X X
parois cellulaires
Ammonlqms Benzalkonium Altérations membranaires qu! X X
quaternaires sporicide
) Dénaturation protéique
Bases Chaux vive et Altérations membranaires Sporicide X
hydratée
Altération des parois cellulaires
Biguanides Polyhngamgthylene Altérations membranaires qu! X X
iguanide sporicide
) ) Dénaturation protéique
Halogénés Prodw?zc(j:géores et Altérations membranaires Sporicide X X X
Altération des parois cellulaires
Isothiazoll Chlorométhy!- Dénaturation protéique Non X
sothiazolinones . : ; -
isothiazolinone Altérations membranaires sporicide
_ Peroxyde Sporicide X X X
d’hydrogéne, Acide i . B
Oxydants peracétique Dénaturation protéique
(Ozone) x| X
Phénols et 3 Altérations membranaires Non
L Chlorocrésol 3 ) N - X
dérives Dénaturation protéique sporicide

Parmi les substances actives présentées dans le tableau ci-dessus, les produits appartenant
aux classes des aldéhydes, oxydants et halogénés sont retenus pour leur activité sporicide
(Russell 1990). Ces derniers seront donc les produits les plus appropriés pour la désinfection
des surfaces contaminées par des spores de C. botulinum. Néanmoins, trés peu d’études ont
été publiées sur la désinfection des surfaces contaminées par C. botulinum. Les principales
données de la littérature portant sur les Clostridium ciblent les espéces Clostridioides difficile,
un agent bactérien incriminé dans les infections nosocomiales, et C. perfringens, un agent
responsable de contaminations alimentaires dont les volailles peuvent étre a I'origine (McCrea
et Macklin 2006), mais aussi responsable d’entérites nécrotiques chez plusieurs espéces
d’animaux dont les volailles et les bovins.

Quelques résultats existent aussi pour C. sporogenes qui peut étre défini comme un
C. botulinum du groupe | ne produisant pas de toxine botuligue. En revanche, il existe
beaucoup plus d’informations sur la désinfection vis-a-vis des spores du genre Bacillus et en
particulier de I'espéce B. anthracis. En effet de nombreux auteurs se sont intéressés a la
désinfection des surfaces contaminées par les spores de cette espece bactérienne suite a
I'épisode des enveloppes contaminées par B. anthracis aux Etats-Unis en septembre 2001.
Les principales données disponibles sur I'efficacité de la désinfection vis-a-vis des spores
concernent donc le genre Bacillus mais certains travaux ont pris en considération a la fois des
spores des genres Bacillus et Clostridium dans des conditions expérimentales similaires, ce
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qui permet de transposer, dans une certaine mesure, les résultats obtenus sur les spores de
Bacillus aux spores de Clostridium.

> Les oxydants, halogénés et aldéhydes

Perez et al. (2005) ont comparé l'efficacité de différents produits désinfectants halogénés
(dioxyde de chlore a 600 mg/L, hypochlorite de sodium (eau de javel) a 1000 mg/L, 3000 mg/L
et 5000 mg/L) et d'un produit désinfectant de nature oxydante, a base de peroxyde
d’hydrogéne (70000 mg/L), sur des spores de B. subtilis, C. sporogenes et C. difficile (deux
échantillons de la méme souche cultivée sur deux milieux de culture différents) déposées sur
des coupons en acier inoxydable. Les résultats obtenus montrent que les différents produits
désinfectants entrainent un abattement de 6 log:o du nombre de spores mais avec des temps
de contact différents selon les produits et les souches. Néanmoins la durée maximale de
traitement nécessaire n’excéde pas 30 minutes.

Oie et al. (2011) ont comparé [efficacité de I'hnypochlorite de sodium a 0.1 % et 0.5 %
(additionné ou non de vinaigre), du glutaraldéhyde a 2 % et de 'acide peracétique a 0,3% pour
désinfecter en solution ou par essuyage différentes matrices (PVC, bois, carrelage, ciment)
contaminées par des spores de deux espéces de Bacillus ou des spores de C. botulinum, C.
tetani et C. difficile. Les résultats concernant les spores de Clostridium n’ont pas été détaillés
mais leur résistance a la désinfection a été jugée moins forte que celle des spores du genre
Bacillus. Il est apparu que I'hypochlorite de sodium avait peu d’activité sur des surfaces en
bois contrairement a I'acide peracétique a 0,3 %. Les résultats montrent qu’un temps de
contact d’au moins 30 minutes est nécessaire pour achever la désinfection, méme si pour
certaines surfaces (PVC, carrelage, etc.) les spores étaient inactivées au bout d’'une dizaine
de secondes.

Par ailleurs, Uwamahoro et al. (2018) ont évalué l'activité sporicide de deux désinfectants
oxydants dont I'un a base d’acide peracétique (5 %) et 'autre a base de peroxyde d’hydrogene
et d’'acide peracétique (2 %), en prenant comme référence différentes formulations
d’hypochlorite de sodium (6000 ppm et 3.65 %) et de peroxyde d’hydrogene a 4,5 %. Les
agents cibles étaient des spores de C. difficile et de Bacillus amyloliquefaciens déposées sur
des coupons d’inox. Les résultats de I'étude indiquent que les différents désinfectants testés
entrainaient une réduction du nombre de spores de I'ordre de 5 logip dans un laps de temps
d’'une dizaine de minutes. Le degré d’efficacité des produits désinfectants évalués est similaire
vis-a-vis des spores des deux espéces bactériennes testées.

Pour assurer une meilleure efficacité des opérations de désinfection, en particulier sur des
surfaces verticales, Le Toquin et al. (2018) ont évalué I'activité désinfectante d’'une mousse a
base de peroxyde d’hydrogene a 12 % (v/v) (substance active biocide) et du coformulant
xanthane (agent favorisant 'adhérence de la mousse) sur des spores de Bacillus thuringiensis
déposées sur des coupons en polystyrene. Le procédé permet d’obtenir un abattement du
nombre de spores de 8 logio en 45 minutes. L'importance de la température sur I'efficacité du
procédé a été aussi mise en exergue. Le temps d’exposition pour atteindre un abattement de
8 logio était de 45 minutes & 30°C contre 2h30 a 4°C.

Les résultats publiés portent principalement sur les désinfectants utilisés par application
directe sur les surfaces. Néanmoins deux études rapportent I'évaluation de l'utilisation du
peroxyde d’hydrogéne par voie aérienne sur des spores de C. difficile (Steindl et al. 2015) et
C. botulinum de type A (une souche), E (une souche) et 3 souches de Clostridium spp.
génétiquement proches des C. botulinum du groupe Il (Johnston et al. 2005). Les tests
effectués sur les spores de C. difficile déposées sur des coupons (carreaux en céramique) en
présence et absence de matiéres organiques montrent un abattement supérieur a 4 logio SOus
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I'action du peroxyde d’hydrogéne gazeux. Le temps d’action optimal du peroxyde d’hydrogéne
varie en fonction de la localisation des coupons. Un abattement supérieur a 4 logio est obtenu
au bout d’'une heure pour les coupons directement exposés au peroxyde d’hydrogene et au
bout de trois heures pour les coupons placés dans un tiroir.

Les travaux de Johnston et al. (2005) montrent aussi une efficacité du peroxyde d’hydrogéne
sous forme vapeur (355 ppm) en moins de 30 minutes. Il apparait que la sensibilité des spores
du genre Clostridium (C. botulinum et Clostridium spp. non toxinogénes) varie selon les
souches, mais ce phénoméne est aussi observé pour les spores de Bacillus. Une variabilité
de la sensibilité des spores est mise en évidence dans de nombreuses études. Une part de
cette variabilité pourrait étre liée aux modes de préparation des spores dont différents
paramétres (nature du milieu, température, purification éventuelle) (Dyer et al. 2019) ont été
montrés comme capables d’influencer la stabilité.

Wood et Adrion (2019) ont testé différents produits commerciaux de désinfection dont
I'efficacité avait été évaluée sur des spores de B. anthracis déposées sur des surfaces. Les
auteurs ont intégré les résultats concernant les spores d’autres espéces bactériennes dont les
Clostridium, lorsque des données étaient disponibles. lls ont considéré un procédé comme
efficace lorsqu’il entrainait un abattement supérieur a 6 logio. L’hypochlorite utilisé sous
différentes formes a été jugé efficace sauf sur les surfaces poreuses. L'utilisation de
I'hypochlorite sous forme de gel apparait intéressante pour la décontamination des surfaces
verticales. Parmi les désinfectants oxydants, I'efficacité du peroxyde d’hydrogéne liquide est
limitée et doit étre souvent optimisée par I'apport d’activateur. Son activité est faible sur les
surfaces organiques comme le bois. L'efficacité du peroxyde d’hydrogéne par voie aérienne
sur les spores est variable selon les conditions opératoires. La difficulté réside dans le maintien
d’une concentration optimale dans toutes les zones du local et sur les équipements a traiter.
L’efficacité de la désinfection est moindre sur des surfaces comme le bois ou le béton. Les
aldéhydes présentent une efficacité désinfectante significative vis-a-vis des spores ; malgré
son classement CMR®?, le formaldéhyde (liquide ou sous forme gazeuse) est peut étre aussi
utilisé en élevage®:.

L’efficacité du glutaraldéhyde/formaldéhyde 2% est optimisée a température élevée et en
milieu acide. L’efficacité est peu affectée par la présence de matiére organique et en eaux
dures ; ce produit est également peu corrosif pour les matériaux (Gosling et al. 2017; McLaren
et al. 2011).

Certains dérivés halogénés, comme I'hypochlorite de sodium ont une bonne activité dans un
pH acide mais sont sensibles a la chaleur (> 50 °C) et a la présence de matiére organique ; ils
demeurent actifs en eaux dures et sont corrosifs pour les métaux lorsqu’ils sont utilisés a plus
de 500 ppm (Fukuzaki 2006; Gelinas et al. 1984).

Les péroxygénes, comme l'acide peracétique, peuvent étre utilisés en milieu acide ; ils sont
actifs a basse température, mais sensibles a la présence de matiére organique et aux eaux
dures ; en présence de chlorures, ils deviennent corrosifs pour les métaux (Amass et al. 2001).

L’efficacité des aldéhydes et ammoniums quaternaires est réduite par temps froid (< 15 °C),
lorsque la température ambiante est entre 0 et 5 °C (Blinov et al. 2014; Marois-Fiset et al.
2013).

52 Cancérogénes, mutagénes et toxiques pour la reproduction.
53 Le formaldéhyde est une substance active biocide approuvée. https://eur-lex.europa.eu/legal-
content/FR/TXT/PDF/?uri=CELEX:32020R1763&from=EN
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> lode et dérivés iodés

L’iode et les dérivés iodés ont une trés bonne activité a froid a pH acide (entre 3 et 5). lls sont
détruits a des températures excédant 40 °C. Ces produits sont sensibles aux protéines et aux
eaux dures. lls ont une action corrosive sur les métaux et colorent les matériaux. Au final, ils
ne sont pas aussi performants que I'’hypochlorite de sodium (Gelinas et al. 1984; McDonnell
et Russell 1999).

» Ozone

Wood et Adrion (2019) ont étudié I'utilisation de 'ozone pour assurer la décontamination par
voie aérienne en espace intérieur de matériaux contaminés par des spores de B. anthracis ou
B. subtilis. L’efficacité de la désinfection a I'ozone est apparue dépendante du taux d’humidité
et du type de surface. Pour une concentration de 9000 ppm pendant 6 heures, a 75 %
d’humidité relative, il est observé une diminution des spores de B. anthracis de 2,2 logio sur le
bois et de 1,7 logio sur le verre. A 85 % d’humidité relative cette diminution est de 6,3 logio sur
le bois et 3,2 logio pour le verre.

> Chaux>

La chaux vive (oxyde de calcium) agit en augmentant l'alcalinité du milieu traité avec la
possibilité d’atteindre un pH supérieur a 12. Son hydratation s’accompagne d'un fort
dégagement de chaleur (réaction exothermique) et conduit a la formation de chaux éteinte
(hydroxyde de calcium). L'utilisation de la chaux vive présente donc un intérét supplémentaire
par rapport a la chaux éteinte en permettant, en réagissant avec 'eau, d’associer élévation du
pH et action thermique. Des températures de I'ordre de 45-100°C peuvent étre observées
pendant quelques minutes, au moment de I'application de la chaux vive. Ainsi, la charge
microbienne peut étre réduite durant I'exposition aux températures les plus élevées,
'augmentation de la température ayant alors un effet synergique avec I'environnement alcalin
sur la dénaturation des protéines.

L’action létale de la chaux vive sur les formes végétatives des bactéries est bien établie, mais
plus d’incertitudes concernent les formes sporulées. Assez peu d’études portent sur son
efficacité sur les spores de Clostridium, et elles concernent essentiellement C. perfringens et
C. sporogenes. Au vu de la durée assez bréve de I'élévation de température induite par la
réaction exothermique et le degré de thermorésistance des spores, certains auteurs
considéerent que l'efficacité de la chaux nécessite un pH élevé (supérieur a 12), durant un
temps prolongé (Bauza-Kaszewska et al. 2014). Ces auteurs, en cherchant a estimer les
concentrations de chaux affectant la viabilité de spores C. sporogenes mélangées a des
déchets de viandes (concentration initiale : 6,84 UFC/g), constatent avec la chaux a 50 % une
réduction de 1 log au bout de 30 minutes et de 3 log au bout de 48 heures. En revanche, sur
des spores de Clostridium sulfito-réducteurs dans des boues d’épuration traitées avec 25 %
de chaux, Gantzer et al. (2001) obtiennent une réduction maximale de 1,7 log.

La chaux vive peut étre utilisée en aviculture pour traiter les murs et les sols bétonnés des
locaux d’élevage et elle est préconisée (ainsi que la soude) dans la « charte technique
d’élevage volailles de chair »*° pour la décontamination des sols des batiments d’élevage sur

5 Extrait de l'avis Anses 2016-SA-0196 relatif aux « procédés efficaces de désinfection des parcours en
exploitations de volailles »

55 EVA — CIPC - CIDEF — CICAR - CIP. Charte technique d’élevage Volailles de Chair. Version 5.0 du
01/02/2021
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litiere. Elle est cependant surtout utilisée pour le traitement des sols en terre battue (Valancony
et al. 2000), ainsi que les parcours et les effluents d’élevage (voir plus loin).

» Mélanges

En conditions expérimentales, plusieurs produits biocides et procédés ont été testés, seuls ou
en meélange, sur des spores ou des cultures de C. botulinum (communication C. Le
Maréchal)®®. Les résultats obtenus montrent que, parmi les désinfectants testés :

e Les produits a base de chlore et de peroxyde d’hydrogéne sont les plus efficaces.

e Les produits a base de glutaraldéhyde, ammoniums quaternaires, soude®’, vapeur d’eau
inactivent les formes végétatives mais ne sont que partiellement efficaces sur les formes
sporulées.

En outre, il faut souligner que les substances actives précédemment citées ne sont pas toutes
actuellement approuvées dans le cadre de la réglementation Biocides avec une activité
sporicide dans le domaine vétérinaire (TP3) et que, lorsque c'est le cas, les produits
désinfectants intégrant ces substances actives n'ont pas systématiquement été évalués pour
cette activité. Dans le cas de I'acide peracétique, par exemple, si I'activité sporicide a bien été
reconnue en hygiéne vétérinaire dans le cadre de I'approbation de la substance active, aucun
produit a base d’acide peracétique mis sur le marché actuellement ne revendique cette
activité. En ce qui concerne la chaux, ni les dossiers d’approbation des substances actives, ni
les produits évalués actuellement au niveau européen ne revendiquent une activité sporicide
quel que soit le domaine d’utilisation. Ces constatations suscitent des interrogations sur la
disponibilité future des produits biocides TP3, revendiquant une activité sporicide dans le
domaine vétérinaire.

4.1.2.2 Protocole de nettoyage-désinfection dans un foyer de botulisme

Le protocole de nettoyage et désinfection, applicable aux locaux d’élevage et aux équipements
fixes et mobiles (matériel, véhicules, etc.), doit tenir compte du type d’élevage et des
caractéristiques du batiment. Il ne s’envisage pas de la méme fagon dans un batiment clos,
par exemple un poulailler (dont le sol peut étre parfois en terre battue) ou ouvert, comme peut
I'étre une stabulation de vaches laitiéres.

En théorie, chaque exploitation dispose d’un protocole de nettoyage et désinfection a appliquer
en routine. Ce protocole doit étre renforcé et adapté aux caractéristiques de résistance des
spores de C. botulinum dont on a vu gqu’elles peuvent se maintenir sur les surfaces durant
plusieurs années.

4.1.2.2.1 Nettoyage

Le nettoyage, qui inclut les étapes de retrait de la matiére organique, détergence et décapage,
est comme expliqué précédemment une étable obligatoire avant la désinfection.

Les principes d’organisation du nettoyage sont : du plus haut vers le plus bas, du plus propre
ver le plus sale et on démonte tout ce qui peut étre démonté.

56 Dossier de test et de validation Des procédés de décontamination de C. botulinum dans le cadre des activités du
LNR botulisme aviaire (Code Projet : Projet LNR botulisme aviaire 16-1, révision 01 du 18/04/2016, Code du dossier
de validation : DV désinfectants Révision 00 du 19/04/2016). Laboratoire de Ploufragan-Plouzané (Unité HQPAP)

57 A noter que la soude n’est pas notifiée au programme d’examen des substances actives du réglement 528/2012
et ne peut pas étre utilisé en tant que désinfectant.
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> Retrait de la matiére organique :

L’objectif est d’éliminer, par différents procédés dont le plus courant est le nettoyage a sec, le
maximum de matiére organique dans et sur les matériels et batiments a désinfecter.

Cette étape consiste a délimiter la zone a nettoyer, a enlever les litiéres, les restes d’aliments
ainsi que tout autre résidu organique, a démonter et brosser les équipements, vider les
abreuvoirs et vidanger les canalisations. Il est nécessaire de porter une attention particuliére
au nettoyage du systéme d’aération (composantes internes et externes).

> Détergence et décapage :

Il s’agit d’'une étape essentielle pour éliminer le reste de la matiére organique et minérale
accumulée et une partie non négligeable des micro-organismes présents, y compris les spores
botuliques, qui se retrouvent en quantité importante dans les locaux et sur le matériel
d’élevage. La qualité de la réalisation de cette opération conditionne I'efficacité des produits
biocides qui, d’'une fagon générale, voient leur action diminuer en présence de souillures
minérales et organiques. En effet, dans les milieux aqueux ou en conditions trés humides, ces
souillures peuvent prendre la forme de biofilms plus ou moins épais et complexes dans
lesquels les micro-organismes pathogénes peuvent se trouver protégés physiquement des
biocides, et/ou dans un état physiologigue les rendant moins sensibles a ceux-ci. L’autre
aspect du probléme est que les désinfectants étant majoritairement des oxydants, ils
réagissent avec la matiere organique présente et sont donc consommeés sans pouvoir exercer
tout leur potentiel bactéricide.

Aprées l'application du détergent a basse pression (20 - 35 kg/cm?), il faut permettre un temps
de contact adéquat variable selon le détergent, avant de rincer (décapage) a 'eau a haute
pression (70 - 200 kg/cm?). Le décapage est amélioré si le flux d’eau est appliqué selon un
angle de 45 degrés par rapport a la surface a nettoyer.

Pour les surfaces poreuses (bois, béton), un détergent peu moussant a basse pression est
appliqué préférentiellement. A l'inverse, un détergent moussant est privilégié sur des surfaces
verticales et non poreuses (paroi en plastique) pour faciliter son adhésion et augmenter le
temps de contact.

Les canalisations, quand elles existent, doivent étre vidées sous pression (au moins 1 kg/cm?)
et nettoyées a l'aide d’'un détergent alcalin, cette opération étant suivie de I'application d’'un
détergent acide, avant une étape de désinfection avec un désinfectant généralement a base
de peroxyde d’hydrogéne, en s’assurant d’'un temps de contact d’environ 24 heures.

4.1.2.2.2 Désinfection et séchage

La désinfection doit s’effectuer sur les surfaces nettoyées et séchées. En effet, la présence de
liquide résiduel sur les surfaces a désinfecter risquerait de diluer le désinfectant et ainsi
d’altérer son efficacité.

La solution désinfectante est appliquée habituellement avec une pression moyenne (35 - 70
kg/cm?2) pour assurer une bonne pénétration dans les pores et les cavités des matériaux, en
utilisant les quantités requises par le fabricant.

La désinfection par aspersion/pulvérisation directe sur les surfaces est adaptée pour les
locaux, et a cet égard, I'utilisation d’'un désinfectant sous forme de mousse ou de gel pourrait
étre une bonne alternative aux formulations liquides pour réduire la quantité de rejets et
visualiser le dép6t du désinfectant sur les surfaces, en particulier verticales, pour s’assurer
que toutes les zones a désinfecter sont atteintes. La pulvérisation nécessite un volume d’eau
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plus important que le moussage, et il faut s’assurer de pulvériser jusqu’a ruissellement sur des
matériaux poreux comme le bois et le béton.

La voie aérienne n’est envisageable que si I'étanchéité des locaux peut étre obtenue. Elle
pourrait néanmoins étre privilégiée pour les systéemes et équipements d’aération. La
désinfection des équipements et du petit matériel en fonction de leur taille pourra s’effectuer
par trempage ou aspersion/pulvérisation directe sur les surfaces. Le temps de contact entre
les surfaces a désinfecter et le désinfectant doit étre le plus long possible (supérieur a une
heure) et conforme a minima au temps de contact indiqué par le fabriquant pour atteindre le
meilleur résultat possible.

La température est un facteur essentiel a I'efficacité du produit et la désinfection sera plus
efficace si elle est effectuée dans des locaux chauffés, pour atteindre une température
ambiante d’au moins 20°C. Il est a noter cependant que certains produits désinfectants sont
efficaces a une température de 10°C, qui est la température obligatoire des normes CEN du
domaine vétérinaire.

Apres application du désinfectant, aucun ringage n’est normalement effectué, sauf pour les
lignes d’eau et les mangeoires et abreuvoirs, ou si une instruction spécifique de ringage des
surfaces est mentionnée par le fabriquant du produit désinfectant utilisé.

A l'issue, les locaux doivent étre aérés pour évacuer les résidus éventuels de désinfectant en
suspension dans l'air et en conformité a minima avec les préconisations de I'étiquette du
produit.

L’asséchement du sol et du batiment contribue a la réduction de la contamination microbienne
et doit étre associé a un vide sanitaire (absence d’animaux). La durée minimale doit
correspondre au temps nécessaire pour assécher entierement le batiment, soit en moyenne
une quinzaine de jours. Cette période sera plus longue en saison froide et humide. Le vide
sanitaire est systématiquement appliqué en élevage de volailles, mais pas toujours réalisable

en élevage de bovins.

Dans le cas d’un foyer de botulisme, une double désinfection est systématiquement réalisée,
ce qui n'est pas forcément le cas en routine. Des contrbles réalisés aprés les opérations de
nettoyage-désinfection (Souillard et al. 2014) ont révélé la persistance de C. botulinum dans
plusieurs élevages aprés simple désinfection, soulignant la nécessité de recourir a une
deuxiéeme désinfection pour renforcer le processus de décontamination. Elle peut étre
envisagée par désinfection par voie aérienne, par fumigation (particules de 0,5 um) ou par
brumisation (particules de 5 ym) afin d’assurer une bonne désinfection des surfaces difficiles
d’atteinte (incluant les crevasses dans certains matériaux).

4.1.2.2.3 Cas particulier des sols en terre battue

Une majorité des poulaillers destinés a I'élevage des volailles de chair ont un sol en terre
battue. Ces sols sont difficiles a désinfecter, plus encore s’ils sont contaminés par des spores
botuliques. La désinfection, réalisée aprés enlevement de la litiére et balayage, se fait le plus
souvent avec de chaux vive (50 kg/100 m?), éteinte avec de I'eau (de 30 a 100 L/100 m?).

Méme si I'on ne peut pas vraiment désinfecter de la terre, certaines études, comme celle de
Valancony et al. (2001), montrent, sur la base d'un dénombrement des Clostridium sulfito-
réducteurs dans la couche superficielle du sol traité, une réduction de ces bactéries (de 1,4
102 a 80 bactéries en moyenne pour 10 cm?). Toutefois, dans cette étude, la méthode de
dénombrement utilisée ne permet pas de savoir si la réduction observée concerne les
bactéries végétatives ou sporulées. Un autre essai, présenté aux journées de recherche
avicole en (2003) par Léorat et Martin, qui visait a comparer I'efficacité de plusieurs produits
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(chaux, soude, chloramine, phénol) pour prévenir I'entérite nécrotique du poulet (due a C.
perfringens), a montré la supériorité de I'efficacité d’un traitement par épandage de chaux,
avec un coefficient de réduction des spores de 98 %. Néanmoins, selon cet auteur, la chaux
pénétre peu dans le sol et ne permet pas une décontamination en profondeur. La soude
permettrait, en revanche, une désinfection plus en profondeur.

D’autres biocides sporicides pourraient étre également préconisés. C’est le cas notamment de
I'acide peracétique®®, dont I'activité sporicide a été validée dans le domaine vétérinaire (TP3)
a la concentration de 2500 ppm (0,25 %) (Rapport d’évaluation de la substance active
approuvée en TP3) et qui conserve une certaine activité en présence de matiére organique et
ne présente pas de risque pour I'environnement (Chhetri et al. 2020). Néanmoins, on ne
dispose d’aucune donnée permettant d’attester de son efficacité dans ce contexte.

4.1.2.2.4 Autres opérations applicables aux locaux d’élevage et sur les abords

La désinfection des canalisations d’eau se fait avec des solutions concentrées en hypochlorite
de sodium. Il existe un guide de lassociation scientifique et technique pour l'eau et
I'environnement (Astee)®° trés clair et pratique qui peut servir de support.

Le nettoyage-désinfection des locaux et du matériel n’est qu'un aspect de la décontamination
en élevage. Les investigations de Souillard et al. (2014) dans des foyers de botulisme aviaire
ont montré la présence de C. botulinum de type mosaique C/D dans des cadavres de rongeurs
et sa persistance dans des ténébrions. Dans un foyer de botulisme, il est donc nécessaire de
renforcer les opérations de désinsectisation et de dératisation pour réduire au maximum le
risque de maintien de l'infection sur le site. Lors d'infestation par des ténébrions des sites de
production avicole, il est judicieux de désinsectiser de nouveau avant I'arrivée d’'une nouvelle
bande.

De méme, les abords doivent faire I'objet d’'une attention particuliére compte tenu de la
résistance des spores de C. botulinum dans I'environnement. Les abords des batiments
d’élevage peuvent étre trés disparates en fonction du type d’élevage et des espéces élevées,
de la conception des bétiments, des circuits des animaux, des productions, des
approvisionnements et des effluents, et des acces. Par ailleurs, ils comportent des zones
propres et des zones sales. Les possibilités de traitement dépendent de la nature des surfaces,
qui sont bétonnées, en terre battue, herbeuses, etc. et de leur degré de contamination
(présence de déjections, litiere souillée, fumier, écoulements divers, surfaces boueuses, etc.).
Ces surfaces doivent d’abord étre nettoyées et débarrassées des matiéres organiques et
poussiéres, notamment devant les acces (entrées, sorties). Les surfaces bétonnées peuvent
étre désinfectées avec un biocide sporicide en méme temps et selon le méme protocole que
celui appliqué au batiment d’élevage. Pour les abords en terre battue, on préférera la chaux
vive. La soude caustique non incluse dans le programme d’examen biocide ne peut étre
recommandée en tant que désinfectant. Les zones enherbées peuvent étre traitées comme
les parcours de volailles (voir section 4.3).

L’ensemble du matériel présent doit étre systématiquement et méticuleusement nettoyé et
désinfecté, notamment les tracteurs, remorques et godets qui ont servi a I'enlévement du
fumier.

58 Malgré I'absence de donnée bibliographique dans ce contexte d’utilisation, I'acide peracétique a été préconisé
pour la désinfection des parcours de volailles infectée par un virus influenza hautement pathogéene a la
concentration de 1 % a raison de 0,4 litres par m2. (Avis de I’Anses Saisine n° 2016-SA-0196).

59 Astee, 1998. Réservoirs et canalisations d’eau destinée a la consommation humaine : inspection, nettoyage et
désinfection. Guide réalisé a l'initiative du ministere chargé de la santé.
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4.1.2.3 Contréle d’efficacité des opérations de nettoyage et désinfection

Afin de prévenir les risques de récidive, et donc la persistance de C. botulinum dans les
élevages, il est nécessaire de s’assurer de la qualité des opérations de nettoyage et de
désinfection. Des phases de vérification des étapes de nettoyage et de désinfection doivent
étre menées, sur la base de procédures de contrble préétablies et adaptées aux spores de C.
botulinum et aux surfaces a traiter.

Pour cela, il est recommandé, apres désinfection, de réaliser des prélevements pour
rechercher la présence éventuelle de C. botulinum. Les prélevements sont a effectuer dans
différentes zones de I'élevage et sur différentes matrices, tel que proposé dans I'étude de
Souillard et al. (2014), en ciblant, en élevage avicole par exemple, certains sites
particulierement difficiles d’accés, fréquemment oubliés ou pouvant faire I'objet d'une
recontamination secondaire comme les circuits de ventilation, les abords, les canalisations
d’eau, les réservoirs animaux (petits ténébrions), les circuits a ceufs et les bacs d’équarrissage.

Les prélévements peuvent étre réalisés en privilégiant des chiffonnettes imbibées de
neutralisant pour contrer les effets d’éventuels résidus de désinfectant encore présents sur les
surfaces. Il peut s’agir d’'un neutralisant spécifique du principe actif du désinfectant ou un
neutralisant polyvalent comme celui recommandé dans la norme 1SO 18593°%°. Un stockage
des chiffonnettes au congélateur (température inférieure a -18°C) est conseillé jusqu’a mise
en analyse au laboratoire pour la détection de C. botulinum.

L’importance de ces contrOles aprés les opérations de nettoyage et désinfection peut étre
illustrée par une étude de cas suite a un épisode de botulisme dans un élevage bovin (Le
Maréchal et al. 2019b). Le chantier a démarré par le démontage de I'ensemble des éléments
qui pouvaient I'étre, puis par une phase de nettoyage. Celle-ci a été réalisée a l'aide d’un
produit détergent moussant qui a été appliqgué avec un appareil a haute-pression. Cette phase
de nettoyage a été suivie d’une désinfection avec un produit a base de formaldéhyde, appliqué
au pistolet a mousse. Aprés ces opérations initiales, les prélevements effectués a l'aide de
chiffonnettes ont fourni des résultats positifs au niveau de certains équipements et une
seconde phase de désinfection utilisant un détergent et un désinfectant (& base de
formaldéhyde couplé a un traitement thermique par un chalumeau pour les outils métalliques)
a été mise en ceuvre, avec notamment cette fois-ci le trempage des équipements une fois
démontés. C. botulinum n’a pas été détecté au niveau des échantillons collectés apres cette
deuxiéme seconde nettoyage/désinfection. Cette observation illustre I'importance de faire un
nettoyage et une désinfection complets, ainsi que l'intérét de la double désinfection.

La décontamination des locaux d’élevage, de leurs équipements et du matériel (hotamment
lorsqu’il a été utilisé pour le transport et la manutention d’effluents contaminés) implique le
respect de procédures adaptées aux caractéristiques de I'agent pathogéne, notamment la
résistance des spores botuliques dont il a été montré la capacité a persister dans de multiples
sites (notamment dans les plus difficilement accessibles, comme les circuits de ventilation en
élevage avicole).

Les procédures générales de décontamination ne différent pas de celles habituellement mises
en ceuvre dans la gestion des foyers infectieux en élevage, y compris dans le soin a apporter
a la réalisation des phases préalables de nettoyage, détergence et décapage. En revanche

60 1SO 18593:2018 - Microbiologie de la chaine alimentaire — Méthodes horizontales pour les prélévements de
surface.
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trois conditions doivent étre respectées lors de la phase de désinfection proprement dite pour
tenir compte de la persistance des spores :

- le choix d’'un désinfectant dont I'activité sporicide doit avoir été validée dans le contexte
d’une utilisation en élevage ;

- la réalisation de deux opérations de désinfection successives aprés
nettoyage/décapage ;

- des contréles d’efficacité montrant la disparition de la bactérie dans les locaux et sur le
matériel.

Plusieurs biocides (aldéhydes, dérivés halogénés, produits oxydants et bases) sont reconnus
comme ayant une activité sporicide. On constate cependant que les substances actives citées
n’ont pas toutes été validées selon les normes en vigueur pour cette activité (exemple de la
chaux, utilisée notamment pour la décontamination des sols des poulaillers en terre battue) et
que peu de produits disposant d’'une AMM pérenne dans le domaine vétérinaire (TP3) la
revendiguent, ce qui laisse planer des incertitudes sur la disponibilité des produits sporicides
utilisables pour la désinfection dans les élevages atteints de botulisme.

4.2 Traitement des produits organiques, notamment les effluents
d’élevages (litieres, fumiers, lisiers eaux résiduaires) et aliments
contamineés

Les produits organiques qu'’il faut décontaminer sont les effluents d’élevage, c’est-a-dire les
excréments et/ou urines d’animaux d’élevage, avec ou sans litiere, et les eaux résiduaires,
ainsi que les aliments.

Leur traitement dans le cadre d’un épisode de botulisme doit étre effectué si possible sur place,
dans I'élevage, afin de limiter les risques de diffusion de I'agent pathogéne durant leur
transport vers des sites dédiés.

4.2.1 Description des procédés

La décontamination des effluents riches en matiéres organiques peut faire appel a différents
procédés physiques, chimiques et/ou biologiques. Néanmoins, tous ne sont pas applicables
au traitement des effluents d’élevage. Nous nous focaliserons ici sur les procédés les plus
couramment applicables sur site aux élevages bovins et aviaires, en particulier pour la
décontamination des fumiers et lisiers.

Le traitement des eaux résiduaires (y compris celles qui relévent du lavage mis en ceuvre lors
des opérations de nettoyage-désinfection), qu’elles soient recueillies dans une fosse de
stockage spécifique ou mélangées avec les autres effluents d’élevage, releve des mémes
procédés que les autres effluents liquides, notamment les lisiers.

Le traitement des aliments, tels que fourrages, ensilages, grains, farines et granulés peut étre
rendu nécessaire lorsqu’ils sont reconnus comme la cause du développement de I'épisode de
botulisme dans I'élevage ou contaminés secondairement durant cet épisode. Leur volume
parfois important peut rendre difficile leur traitement, notamment si celui-ci ne peut étre fait sur
place. En tant que biomasse végétale, les foins et ensilages peuvent étre traités par les
procédés de compostage et de méthanisation en mélange avec d’autres substrats comme des
effluents (lisiers, fumiers, paille, etc.). D’autres procédés sont utilisables, comme
I'incorporation au fumier et traitement par la chaux. L'incinération peut étre aussi une solution
envisageable, par exemple pour des grains contaminés.
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4.2.1.1 Procédés physiques

4.2.1.1.1 Procédés mécaniques

Les procédés mécaniques tels que la filtration et la centrifugation sont plutét adaptés au
traitement des denrées alimentaires d’origine animale telles que le lait mais s’appliquent
difficilement aux effluents liquides dans les élevages. La charge organique de ces effluents
rend difficile leur épuration par filtration du fait des risques de colmatage des filtres. La
séparation de phases mécanique (utilisation d’un décanteur centrifuge), applicable aux lisiers,
n'a pas d’effet hygiénisant, tant sur la fraction liquide que sur la fraction solide, mais il est
possible de traiter ensuite séparément chaque fraction.

4.2.1.1.2 Procédés par rayonnement

Les procédés par rayonnements ionisants (irradiation par faisceaux d’électrons ou par rayons
gamma), envisageables pour le traitement des eaux usées ne sont pas applicables a la
problématique du traitement des effluents en élevage.

4.2.1.1.3 Procédés thermiques

Trois procédés sont présentés : I'incinération, la stérilisation sous pression et la pasteurisation.

» Incinération
L’incinération, qui s’adresse aux effluents solides et aux aliments contaminés, est totalement
stérilisante mais difficilement applicable a I'échelle des exploitations. On peut citer, a ce
propos, 'exemple rapporté par Boutant et Mellal (2020) d’un stock de grains de blé contaminés
ayant pu étre brulé dans la chaudiére d’'un élevage de dindes infectées. Ce procédé implique
habituellement le transport des matieres a traiter vers un incinérateur.

> Stérilisation

La stérilisation sous pression de vapeur d’eau saturante telle que décrite dans le réglement n°
142/2011/CE (chauffage a une température a coeur supérieure a 133 °C pendant au moins 20
minutes, sans interruption et a une pression d’au moins 3 bars) permet de détruire les micro-
organismes sporulés, mais implique le transport des effluents contaminés vers une usine de
transformation agréée.

> Pasteurisation

La pasteurisation selon le couple temps / température fixé a 70°C pendant 60 minutes
(reglement n°142/2011/CE) est notamment préconisée en amont du procédé de digestion
anaérobie (méthanisation) pour le traitement des intrants présentant un risque sanitaire.

Les formes végétatives de C. botulinum soumises au couple temps / température indiqué sont
inactivées. Ci-dessous les quelques données disponibles sur la sensibilité des spores de C.
botulinum du groupe 11l et leur toxine.

o Effets sur les formes sporulées

La résistance a la chaleur en milieu humide des spores de C. botulinum est tres bien
documentée, et ce depuis le début du XX®™ siécle pour les spores des souches du groupe |
(C. botulinum protéolytique, types A, B et F). Des méta-analyses récentes donnent une vision
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synthétique des parameétres D et z®L. Ainsi, Di21-c est estimé, a partir de 394 données, a 0,19
min pour les spores des C. botulinum protéolytiques, avec une valeur de z de 11,3°C (Diao et
al. 2014). Pour les spores de C. botulinum non protéolytiques (n = 549), les estimations de
Dsoec pour les types non protéolytiques B, E et F sont comprises entre 1 min et 1,5 min avec
des valeurs de z comprises entre 6,5°C et 6,9°C (Wachnicka et al. 2016).

Les valeurs disponibles pour les spores des souches du groupe Ill ont été publiées par Segner
et Schmidt (1971) : les estimations de Dioicc pour les souches de type C testées sont
comprises entre 0,07 et 2,44 min avec des valeurs de z comprises entre 5,0 et 6, 2°C. Ces
parameétres de résistance suggeéerent une résistance supérieure a celle des spores des C.
botulinum non protéolytiques (Groupe Il), mais également inférieure a celle des spores des C.
botulinum protéolytiques (Groupe ). Ceci a été confirmé par Portinha et al. en 2022. Dans
cette derniere étude portant sur la résistance de spores purifiées de type C, les valeurs de
Dooec (2 souches étudiées) étaient de 11,5 et 11,9 min (Portinha et al. 2022).

Des estimations des temps de réduction décimale (D) en milieu aqueux de C. botulinum du
groupe lll a des températures comprises entre 70°C et 120°C ont été effectuées a partir de
données publiées par Segner et Schmidt (1971) (cf. Annexe 2). Ces estimations de Dzoc (>
12 h pour les groupes |, Il et lIl) suggérent qu’un traitement d’'une heure a 70°C (pasteurisation
au sens du réglement n°142/2011/CE) n’aura quasiment aucun effet sur les spores des
groupes |, Il et llI.

o Effets sur les toxines botuliques

Les données relatives a l'inactivation des toxines botuliques apparaissent trés diverses dans
la littérature scientifique selon les conditions expérimentales, le pH et la composition du milieu
utilisé. De plus, l'inactivation ne suit pas un modéele linéaire, ce qui ne permet pas les inter-
comparaisons (Popoff 2017). Pour Siegel (1993) la valeur Dz 7oc pour la concentration des
toxines botuliques A et B (chaleur humide) varie de 1 a 8 min selon le pH et la composition du
substrat. Roberts et Gibson (1979) soulignent dans leur revue que la résistance thermique des
toxines botuliques C et D est supérieure a celle des toxines A, B et E. Si pour ces derniéres
un traitement de 2 min a 70°C suffit pour les inactiver, il faut atteindre 90°C pour obtenir le
méme résultat en 2 min sur les toxines C et D.

Une synthese des données disponibles sur la stabilité des toxines C et D en fonction de la
température est fournie dans I’Annexe 3.

4.2.1.2 Procédés chimigues (traitement a la chaux vive)

Plusieurs procédés de traitement acidifiants (addition d’acide lactique) ou, surtout,
alcalinisants (traitement a I'urée, addition de soude ou de chaux) ont été proposés pour réduire
le nombre de micro-organismes pathogénes dans les effluents d’origine fécale (Odey et al.
2018; Anderson et al. 2015). L’acide peracétique, étudié comme alternative aux désinfectants
chlorés dans le traitement des eaux usées (Stampi et al. 2002), a été aussi préconisé pour
I'hygiénisation des boues d’épuration (Luukkonen et al. 2020). Mais on ne dispose pas de
données d’efficacité sur les bactéries sporulées dans de telles matrices.

Les procédés chimiques applicables a la décontamination des effluents d’élevage (litieres,
fumiers, lisiers...) font essentiellement appel a la chaux vive, dont le mode d’action, a été déja
présenté dans le chapitre consacré aux désinfectants : il reléve a la fois de 'augmentation du
pH du milieu traité (possibilité d’atteindre un niveau de pH supérieur a 12) et de la réaction

61 Dre est le temps de réduction décimale a la température Trer et z I'élévation de température en °C réduisant Dt
d’un facteur 10.
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exothermique (élévation de température jusqu’a 45 a 100°C) résultant de la formation
d’hydroxyde de calcium (chaux éteinte) lorsque la chaux vive entre en contact avec de I'eau.

Cet effet synergique pH/température est particulierement important dans le cas du traitement
des fumiers et litieres usagées issus d’un foyer de botulisme, car la montée en température va
permettre une combustion des matiéres et par conséquent une réduction de leur volume. Il
peut d’ailleurs étre nécessaire d’arroser la matiére a traiter si elle est trop séche, pour entrainer
une montée en température suffisante et initier la combustion. En pratique, c’est cette méthode
qui est la plus utilisée sur le terrain (Balloy et al. 2009). Le fumier du batiment, apres avoir été
mouillé (lavage de la coque du batiment sur la litiere) est repris dans une benne et disposé sur
une surface décaissée d’environ 50 cm - 1 m afin d’éviter des écoulements polluants, dans
une zone éloignée des batiments d’élevage, des patures destinées aux bovins et de tout
voisinage. Quand la totalité du fumier a été déposée et mélangée par strates (technique du
mille-feuilles) a de la chaux vive (taux d’incorporation de 5 a 7 %), la combustion (qui résulte
de I'élévation thermique) démarre généralement trés vite. Dans le cas contraire, un arrosage
supplémentaire doit étre effectué. Cette combustion va durer plusieurs semaines et conduire
le plus souvent a une incinération compléte du fumier déposé. Les engins agricoles qui ont
servi aux manipulations du fumier doivent étre soigneusement nettoyés et désinfectés. Cette
méthode reste délicate a mettre en ceuvre et nécessite d’étre particulierement vigilant par
rapport au risque d’'incendie et a la protection des personnes.

Le traitement par application directe de chaux sur le substrat est aussi préconisé pour traiter
les lisiers. Le chaulage du lisier de canards permet un assainissement rapide par alcalinisation.
Il est préconisé d’employer de la chaux liquide (chaux vive diluée dans I'eau, a hauteur de 600
grammes par litre) a une dose allant de 30 a 50 litres par m? de lisier (Le Bouquin et al. 2017;
Pertusa et al. 2017). Aprés brassage, I'objectif est d’atteindre un pH minimum de 12 pendant
7 jours (celui-ci sera alors vérifié quotidiennement par I'éleveur), ou une température
supérieure a 70°C pendant 30 minutes mais cet objectif est difficile a atteindre sur du lisier.
Concrétement, le chaulage des lisiers n’est pas une pratique qui tend a se généraliser sur le
terrain. Il ne convient pas aux fosses avec géomembranes qui ne supportent pas un tel pH. Il
est adapté aux fosses en béton avec un niveau de remplissage compatible avec un brassage
sans risque de débordement. Toutefois, la validation du couple temps/pH reste a confirmer
expérimentalement. La manipulation de la chaux vive est délicate et peut produire des résidus
difficiles a éliminer en fond de fosse. Pour des raisons de sécurité, cette opération doit étre
réalisée par une entreprise spécialisée. L'obtention d’'un pH homogéne est conditionnée a un
brassage correct et sa mise en ceuvre pratique est contraignante car il est nécessaire de suivre
I'évolution du pH.

4.2.1.3 Procédés biologigues

Les effluents d'élevage peuvent étre transformés a des fins de valorisation de la matiere
organique par des procédeés biologiques tels que, selon leur origine et leur taux de matiére
séche, la digestion anaérobie, le compostage et la méthanisation. Compatibles avec les
volumes importants a traiter, ces procédés sont applicables sur site et offrent la possibilité de
valoriser directement le produit final en agriculture, en tant qu’engrais organique ou
amendement.

Les procédés biologiques applicables aux effluents bovins et aviaires sont le compostage et
la digestion anaérobie. Nous excluons ici la digestion aérobie qui est utilisée pour le traitement
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des lisiers porcins®2. Nous n’aborderons pas non plus les procédés type « fumier fermenté »
utilisant éventuellement la lactofermentation par humidification du fumier avec du lactosérum
(Andreev et al. 2017).

4.2.1.3.1 Compostage

Le compostage est un processus « contr6lé » de décomposition et de transformation en milieu
aérobie (oxygéné) des matiéres organiques biodégradables d’origine végétale et/ou animale,
permettant I'obtention d’'une matiére fertilisante stabilisée riche en composés humiques, le
compost. |l s’adresse, en élevage avicole ou bovin, aux effluents solides c’est-a-dire au fumier,
résultat du mélange des déjections animales avec leur litiere (paille, sciure de bois, etc.). L’effet
hygiénisant recherché résulte notamment de I'élévation de température obtenue par 'action
de divers micro-organismes évoluant en milieu aérobie engendré par aération ou ventilation
forcée. Cette élévation thermique est obtenue pendant la premiére phase du processus de
compostage dite « phase active du compostage » ou « phase de décomposition ». Elle
implique l'action de micro-organismes mésophiles (température de croissance optimale
comprise entre 20 et 45°C) entrainant une élévation de température autour de 30-40°C,
rapidement suivie de celle de micro-organismes thermophiles (température de croissance
optimale comprise entre 50 et 70°C) permettant une élévation de température au-dessus de
55°C, jusqu’a 71-72°C (voire 80°C) au cceur du compost. Les phases de refroidissement et de
maturation (cette derniére s’accompagnant de la conversion de la matiére organique en humus
stable) qui succédent a la phase active sont associées a un refroidissement progressif du
produit et une stabilisation de la température au-dessous de 40°C. La qualité du compost,
étroitement associée a l'activité microbienne dans les derniéres phases du processus, en
particulier durant la phase de maturation, pourrait dépendre de la composition des
communautés bactériennes impliquées, conduisant a préconiser parfois l'inoculation de la
litiere par certaines bactéries telles que des Actinobacteria (Baccella et al. 2002; Steger et al.
2007).

Le compostage, tel que classiquement réalisé pour la valorisation du fumier dans les
exploitations d’élevage, correspond le plus souvent au compostage au champ aprés mise en
andains®, I'aération étant effectuée par retournements successifs ou aération forcée. Il est
généralement admis qu’une réduction substantielle des bactéries indicatrices de I'ordre de 4
a 5 logio impligue le maintien de la température au-dessus de 50°C pendant 6 semaines ou
de 55°C pendant 2 semaines. Ces modalités, prises en compte dans la réglementation ICPE,
permettent de garantir une action hygiénisante satisfaisante vis-a-vis de certains agents
pathogénes (agents pathogénes fécaux tels que salmonelles, entérovirus, helminthes)
éventuellement présents dans les déjections des animaux d’élevage. Les modalités de
compostage sont renforcées par le reglement n°142/2011/CE qui impose, dans les usines de
compostage et pour une mise sur le marché des composts produits, I'application de
parameétres normalisés caractérisés par le respect d’'une température minimale de 70°C de
toutes les matieres avec durée minimale de 60 minutes®. Ces exigences impliquent que le

62 |a digestion aérobie (procédé de nitrification/ dénitrification) ne s’applique qu’aux effluents liquides. Elle permet
de limiter la quantité d’azote organique épandue sur les sols, notamment en zones d’excédent structurel.

63 Les andains sont de forme géométrique, de maniére a permettre a I'air de circuler dans le compost. lls ont
normalement 2—4 m de large et 2-3 m de haut au début du processus. La taille des andains est fonction des
dimensions du matériel servant au retournement du compost.
http://www.omafra.gov.on.ca/french/engineer/facts/05-024.htm#method1

64 Cela correspond, pour un lot donné, comme précisé dans I'Instruction technique DGAL/SDSPA/2020-41 du
21/01/2020, a un maintien de la température a 70°C durant 5 jours si la mesure est faite en point fixe pour étre
représentative.
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compostage soit effectué dans des établissements disposant d’'un équipement spécifique de
suivi en continu et d’enregistrement des températures.

Plusieurs parameétres sont & prendre en considération pour évaluer les effets du compostage
sur C. botulinum, dont notamment les conditions d’aérobiose, le couple température / temps
et les compétitions bactériennes en fonction des populations microbiennes sélectionnées
durant les différentes étapes du processus de compostage. L’aérobiose et la compétition avec
les bactéries aérobies sélectionnées ne sont pas favorables a la survie des formes végétatives
et & la germination des spores présentes. Toutefois, I'existence de zones anoxiques situées
dans les agrégats de matiére organique (Wang et al. 2015) de méme qu’un défaut d’aération
et le tassement des andains, a l'origine de zones anaérobies, peuvent étre favorables a C.
botulinum. Les températures atteintes durant la phase critique de compostage, en particulier
si la température atteint 70°C pendant au moins 1 heure, sont compatibles avec I'élimination
de la toxine préformée et des formes végétatives de C. botulinum ; elles ne permettent pas,
en revanche, d’espérer obtenir un abattement significatif du nombre de spores éventuellement
présentes, ce qui semble validé par quelques études et observations de terrain (voir sections
4.2.2.2 et4.2.2.3.2).

Par ailleurs, il ne faut pas sous-estimer, selon les conditions de stockage du compost produit,
le risque de re-croissance des C. botulinum présentes : I'aération doit étre suffisante pour
éviter la constitution de zones d’anaérobiose, notamment si le compost est humide. Une
recontamination bactérienne est aussi envisageable dans un environnement contaminé.

4.2.1.3.2 Digestion anaérobie (méthanisation)

La méthanisation est une technologie de production de biogaz fondée sur la dégradation par
des micro-organismes de la matiére organique, en conditions contrélées et en I'absence
d’oxygéne (donc en milieu anaérobie), dans des bioréacteurs thermorégulés. Elle peut utiliser
différents substrats organiques, dont des effluents d’élevages (liquides ou solides) et sous-
produits agro-alimentaires, souvent mélangés a des déchets végétaux. La digestion anaérobie
(ou co-digestion lorsque plusieurs types d’intrants sont mélangés) est un processus biologique
complexe (étapes successives d’hydrolyse, d’acidogenése, d’acétogenése et de
méthanogenése impliquant des groupes microbiens spécifiques) de dégradation de la matiére
organique, conduisant a la production de biogaz (constitué de gaz carbonique et de méthane)
convertible en énergie et d'un résidu appelé « digestat », valorisable en tant qu’engrais
organique ou amendement (Béline et al. 2010). Le procédé est de type discontinu en voie
séche ou de type continu en voie liquide avec une agitation mécanique. La digestion se réalise
a une température comprise entre 34 et 42°C (procédé mésophile, par convention) ou entre
50° et 65° C (procédé thermophile, par convention). Il existe également des procédés
psychrophiles fonctionnant a des températures comprises entre de 11 a 25°C (Lv et al. 2019).
Les principaux facteurs influencant la survie des agents pathogénes sont la température, le
temps de séjour dans le méthaniseur, les interactions microbiennes (compétition,
antagonismes bactériens), la composition des intrants, la concentration en ammoniac, les
teneurs en acides gras volatiles et le pH (Zhao et Liu 2019; Jiang et al. 2020). Il est a noter
gu’en France, la méthanisation des effluents d’élevage s’opére principalement en conditions
mésophiles (le plus souvent entre 37 et 42°C).

Comme indiqué, la digestion anaérobie est donc le résultat d’'un processus biologique
complexe dont différents parameétres peuvent intervenir sur C. botulinum.

En premier lieu, il faut rappeler que les températures, de I'ordre de 37-40°C en condition
mésophile et de 51- 55°C en condition thermophile, n’'ont aucun impact direct sur la survie des
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spores et sur l'inactivation de la toxine botulique. En outre, les températures utilisées dans les
procédés mésophiles correspondent aux températures optimales de croissance des cellules
végeétatives, qui sont par exemple pour le type mosaique C/D de 37 a 40°C. Dans des digestats
de boues d’épuration incubés en anaérobiose a 55°C pendant 25 jours, il a été observé une
réduction de 5 Logio des concentrations en spores de cing souches de Clostridioides difficile.
Pour expliquer cette réduction, non observée en condition mésophile (36°C), il a été suggéré
un impact indirect associé a un choc thermique conduisant a une stimulation de la germination
suivie par I'inactivation des cellules végétatives (Xu et al. 2016).

D’autres paramétres peuvent intervenir, notamment la compétition pour les nutriments et les
antagonismes entre les différents groupes de bactéries anaérobies qui se succédent pour
aboutir a la production de biogaz a partir de la matiére organique. Les Firmicutes qui
regroupent les Clostridiales, dont les bactéries du genre Clostridium, appartiennent aux phyla
dominants des digestats (Fontana et al. 2020). Il est possible, dans cet environnement
favorable au développement des Clostridium, que les compétitions inter- et intra-spécifiques,
voire des effets inhibiteurs, entravent la croissance de C. botulinum et la production de toxines.
A cet égard, Il a été rapporté un effet antagoniste de C. perfringens (Smith 1975), ce dernier
étant 'espéce la plus abondante au sein des clostridies cultivables des digestats (Fontana et
al. 2020). En revanche, les compétitions bactériennes n’ont pas d’effet sur la persistance des

spores.

Les effets éventuels sur C. botulinum d’autres facteurs tels que la concentration en NHs, les
teneurs en acides gras volatils et le temps de séjour ne sont pas, en revanche, documentés.
Selon Derongs et al. (2021), les teneurs en acides gras volatils (<10 - 416 mg.L?) et en NH3
libre (de 164-375 N-NHs; mg.kg?') dans le digestat de réacteurs de laboratoire mésophiles
alimentés par du lisier de porc sont trop faibles pour conduire a une inhibition de C. difficile et
C. perfringens.

La réponse a ces interrogations passe par des études permettant de comparer la charge
bactérienne dans les matieres entrantes issues d'élevages et dans le digestat. Cependant, de
telles investigations, en nombre limité jusqu’ici et ne portant pas sur des effluents issus de
foyers de botulisme, n’ont pas permis de disposer de résultats interprétables du fait des faibles
charges en C. botulinum dans les matrices analysées (voir section 4.2.2.3).

4.2.2 Efficacité des procédés applicables aux effluents et aux aliments
contaminés

Les données les plus nombreuses relatives a la contamination des effluents d’élevage portent
sur les élevages aviaires dans lesquels les volailles sont cliniguement atteintes de botulisme
ou porteuses asymptomatiques (infections de type mosaique D/C en particulier), comme cela
a été observé lors d’enquétes épidémiologiques menées pour déterminer 'origine de foyers
bovins. En revanche, peu de données concernent les effluents issus d’élevages bovins. La
contamination des effluents résulte, d’'une part, de I'excrétion fécale par les animaux malades
ou porteurs asymptomatiques, d’autre part, de la présence, en élevage avicole, de cadavres
de volailles qui, lorsqu’ils ne sont pas retirés par les aviculteurs, peuvent s’accumuler dans la
litiére et se retrouver dans les fumiers. En outre, les données relatives a la présence de formes
végétatives, spores et/ou toxines de C. botulinum dans les effluents bruts (avant stockage ou
traitement) sont en général qualitatives (présence ou absence), la charge bactérienne et la
concentration de toxine n’étant, en général, pas renseignées.
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Le temps de survie dans les fumiers ou lisiers lorsqu’ils sont stockés sans ajout, est variable
selon les agents pathogénes. Elle peut étre limitée pour certains agents pathogénes peu
adaptés au milieu extérieur, et dépendre de différents facteurs tels que la compétition
bactérienne, le pH, la température, la durée de stockage. Une décroissance plus ou moins
rapide peut ainsi étre observée, jusqu’a atteindre a terme un niveau indétectable. Ainsi, dans
le fumier, ce délai a pu étre défini pour certains agents pathogénes : 42 jours pour le virus de
l'influenza aviaire et au moins 6 mois pour Mycobacterium bovis. On évoque a ce propos la
notion d’« assainissement naturel ». En revanche, les caractéristiques de résistance des
formes sporulées de C. botulinum et les résultats des études disponibles (cf. chapitre 3) ne
permettent pas d’envisager un assainissement naturel résultant d’un stockage prolongé des
fumiers et lisiers contaminés.

Nous nous attacherons ci-aprés a présenter I'impact sur C. botulinum de trois procédés
applicables a ces effluents d’élevage : le traitement a la chaux, la conversion en compost
(compostage) et la conversion en biogaz (méthanisation).

4.2.2.1 Efficacité du traitement des effluents par la chaux

Le traitement par la chaux, couramment préconisé pour le traitement des effluents solides,
peut étre aussi utilisé pour les effluents liquides, tels que les lisiers et les eaux résiduaires.
Aucune donnée n’est cependant disponible sur I'efficacité d’'un tel traitement vis-a-vis des
spores de C. botulinum.

S’agissant du fumier et des litieres usagées, la méthode la plus utilisée en pratique sur le
terrain dans le cadre de la gestion du botulisme consiste en une incinération du fumier et de
la litiere usagée par mélange avec de la chaux vive selon la méthode du mille-feuilles (Balloy
et al. 2009) précédemment décrite.

L’étude de Souillard et al. (2020) conduite dans 10 exploitations de volailles atteintes de
botulisme aviaire entre 2015 et 2017 (6 élevages de dindes, 3 élevages de poulets de chair et
un élevage de poules pondeuses) décrit les pratiques des éleveurs et évalue la contamination
de fumier stocké suite a un épisode de botulisme et son évolution dans le temps. Elle montre
que la manipulation et la gestion du fumier varient grandement d’'un élevage a l'autre :
incorporation ou non de chaux, bachage ou non du tas, ajout de chaux a I'intérieur du batiment
avant sa mise en tas ou non, etc. Seuls cinq éleveurs sur dix ont eu recours a I'ajout de chaux
dans leur fumier. Le suivi dans le temps a permis de mettre en évidence une combustion
inégale des tas. Cela a été observé dans des élevages contaminés dans deux fumiers traités
a la chaux vive qui ne s’étaient pas consumés et trois autres pour lesquels des résidus de
fumier non brulés ont persisté (Souillard et al. 2020).

Quelle que soit la modalité de gestion du fumier (simple stockage ou ajout de chaux), le
nombre de prélevements positifs (par PCR en temps réel aprés enrichissement) était plus
important au bout de 1 a 2 mois de stockage dans le fumier ou dans les résidus en cas de
combustion a la chaux, que lors des prélévements initiaux. L’ajout de chaux vive n'a donc pas
entrainé la disparition de C. botulinum dans le fumier non consumé, ou dans ses résidus non
brilés en cas de combustion partielle. L'avantage de I'utilisation de la chaux vive réside dans
la combustion ultérieure du fumier et dans une réduction du volume, mais le fumier non bralé
reste contaminé.

Ces résultats montrent 'importance de la combustion totale du fumier suite & un épisode de
botulisme aviaire. Bien que cette méthode soit délicate a mettre en ceuvre (elle doit se faire
dans le respect des conditions de sécurité des personnes (risque incendie, voisinage)), elle
demeure a I'heure actuelle la méthode la plus facile a mettre en ceuvre sur le terrain.
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4.2.2.2 Impact du compostage sur Clostridium botulinum

Compte tenu de la rareté des études disponibles relatives a la recherche de C. botulinum dans
du compost, le traitement de la question posée s’appuie principalement sur les données
portant sur C. perfringens ; I'incertitude des résultats quant a leur transposition a C. botulinum
doit alors retenir I'attention.

Les neurotoxines botuliques étant dénaturées par la chaleur cf. Annexe 3), il est probable
gu’elles soient progressivement inactivées pendant la phase critique du compostage, méme
si les températures habituellement requises, par exemple pour leur destruction dans les
aliments (80°C, 30 min), ne sont pas atteintes. Dans une étude portant sur des échantillons
de bio-compost de déchets verts (procédé de compostage en andains classique, donc sans
référence a un maintien de la température a 70°C durant 1h) et bien que des spores botuliques
aient pu y étre caractérisées (54 % des échantillons positifs), Bohnel et Lube (2000) n’ont pu
y détecter la présence de toxines libres (test sur souris). Ces auteurs signalent néanmoins
avoir détecté la présence de toxine dans une étude antérieure, tout en soulignant la possibilité
d’une production ultérieure in situ a partir de spores de C. botulinum présentes dans certaines
zones du compost offrant des conditions favorables pour la germination (zones anaérobies ou
de faible tension en oxygene et contenant des quantités suffisantes de matiére organique).

Les formes végétatives de C. botulinum sont au moins aussi fragiles que celles des autres
bactéries, d’autant qu’elles rencontrent rapidement pendant la phase critique du compostage
des conditions défavorables a leur survie, liées notamment a l'aérobiose, la compétition
bactérienne et la montée en température. A cet égard, il faut souligner I'importance de
'homogénéité du produit et la qualité de l'aération permettant d’obtenir la montée en
température souhaitée dans toutes les parties du compost.

Le réglement n°1069/2009/CE impose, pendant la conversion en compost, le maintien d’'une
température minimale de 70°C de toutes les matiéres pendant 60 min. Pris isolément, I'effet
température (70°C, 1h) est insuffisant pour permettre une inactivation des spores. Il a été
rapporté, en prenant 'exemple de C. perfringens, et, d’'un point de vue général, des bactéries
anaérobies sulfito-réductrices, un abattement de 2 a 3 logio aprés compostage (Aubert 2007,
Rainisalo et al. 2011; Houot et al. 2014), suggérant une action directe ou indirecte de I'effet
conjugué des différents processus intervenant a la faveur du compostage aérobie. Toutefois,
une telle réduction n’est pas systématique. McLaughlin et al. (2015) ont ainsi observé une
croissance de C. perfringens de l'ordre de 1 logio au cours du compostage de cadavres de
porcelets, qu'ils ont attribuée a la présence de zones anaérobies et a une température peu
élevée. En revanche, Baccella et al. (2002) indiquent avoir observé une réduction rapide et
I'élimination des clostridies pathogénes (C. perfringens) aprés compostage de litiere de brebis
additionnée d’Actinobacteria.

Dans une étude menée aux Etats-Unis, Dharmasena et al. (2018) ont mis en évidence la
présence de C. difficile dans 36,9 % des 65 échantillons de composts dont les matieres
premiéres étaient constituées d’effluents d’élevage. Selon les informations obtenues auprés
des fabricants de composts, la plupart des procédés impliquaient un maintien de la
température a 55°C pendant 3 jours.

Aucune publication ne fait cependant référence a la recherche et/ou a des dénombrements
des spores botuliques au cours du processus de compostage, ce qui he permet pas de vérifier
la possibilité d’'une éventuelle réduction de charge en spores pour C. botulinum.

En conséquence, aucune donnée actuellement disponible ne permet d’affirmer, en particulier
lors du compostage en tas ou en andains habituellement pratiqué a la ferme, que ce procédé
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permet d’éliminer les spores botuliques présentes dans les litieres et fumiers issus d’un
élevage infecté.

4.2.2.3 Impact de la digestion anaérobie sur C. botulinum et apport d’'un prétraitement
par pasteurisation

Rappelons que les installations de méthanisation utilisant les effluents d’élevage comme
matiere entrante sont essentiellement, en France, de type mésophile.

Le bilan que I'on peut faire a l'issue du processus de méthanisation repose sur les quelques
données disponibles comparant les populations bactériennes dans les matiéres entrantes et
les digestats.

Nous présenterons successivement les données relatives a limpact du processus de
méthanisation sur C. botulinum et lapport d’'un prétraitement des effluents par la
pasteurisation.

4.2.2.3.1 Impact du processus de méthanisation sur C. botulinum

L’impact de la méthanisation sur C. botulinum est trés peu documenté mais quelques données
existent sur C. perfringens, espéce a la fois pathogéne et indicatrice d’efficacité de traitement.
Toutes les études soulignent le faible impact de la digestion anaérobie sur cette bactérie. Ainsi
Fontana et al. (2020) rapportent une réduction de moins de 1 logio des concentrations en
spores de Clostridium sp, majoritairement représentés par C. perfringens, dans des réacteurs
mésophiles alimentés par du lisier bovin et de I'ensilage de mais. A I'échelle du terrain, parmi
les 10 méthaniseurs agricoles mésophiles étudiés par Orzi et al. (2015), huit conduisaient a
des abattements inférieurs a 1 logio. La température du procédé n’a aucun effet sur C.
perfringens, comme I'ont montré les travaux de Bagge et al. (2005) menés sur quatre sites de
méthanisation alimentés par des effluents d'élevage, fonctionnant en thermophilie (un site) ou
en mésophilie (trois sites). De méme, en élevant la température du procédé de 38°C a 54°C,
Lloret et al. (2013) n’ont observé qu’une trés légére augmentation de I'abattement des
concentrations des spores de C. perfringens (de 0,45 logao).

Concernant la toxine botulique, différents experts s’accordent pour une absence de
persistance lors du processus de la méthanisation (SciCom 2017). Toutefois peu d’études
portent spécifiquement sur C. botulinum, et nonobstant les incertitudes liées aux protocoles,
les résultats souvent contradictoires peuvent s’expliquer par la diversité des conditions
d’études et des méthodes de détection des spores.

Froschle et al. (2015) n'ont détecté aucun C. botulinum dans 154 échantillons de 10 g de lisiers
et de digestats prélevés sur huit sites de méthanisation agricole situés en Allemagne,
fonctionnant a des températures comprises entre 39°C et 43°C (5 méthaniseurs) et entre 44°C
et 52°C (3 méthaniseurs). Ces auteurs ont aussi utilisé des réacteurs d’une trentaine de litres
maintenus a 38°C ou a 55°C alimentés par un mélange d’ensilage de mais et d’herbe dans
lesquels avaient été incorporés des supports inoculés avec une quantité définie de C.
botulinum (pour une concentration finale de 10* a 10° NPP / mL). lls ont observé une
décroissance de C. botulinum, la réduction obtenue étant de 2,1+ 0,7 logio en 63 jours & 38°C
et d’au moins 3,2 logio €n 10 jours a 55°C, suggérant un effet assainissant de la méthanisation.
Ces conclusions divergent de celles émises par Le Maréchal et al. (2019a) et Pourcher et al.
(2018) qui ont rapporté la présence de C. botulinum dans les digestats. Ainsi, Le Maréchal et
al. (2019a) ont utilisé la PCR en temps réel aprés une phase d’enrichissement pour rechercher
et dénombrer C. botulinum (spores et formes végétatives) dans les effluents et les digestats
de cing sites de méthanisation agricole mésophile (S1 a S5), sans historique de botulisme. La
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bactérie, non détectée dans le site S1, a été retrouvée dans les effluents de trois sites et les
digestats de quatre sites. Le géne codant la toxine B a été mis en évidence dans tous les
échantillons a résultats positifs en C. botulinum alors que le géne codant les toxines A et F n’a
été retrouvé que dans un digestat. Les concentrations, trés faibles dans les effluents
(comprises entre < 1,3 et 11 NPP/g), étaient du méme ordre de grandeur dans les digestats.
Cette 1% étude qui reposait sur un prélévement ponctuel a été complétée par une 2°me
campagne de prélévements (8 échantillons prélevés toutes les 6 semaines sur une année)
réalisée sur 3 des 5 sites de méthanisation (sites S1, S2 et S3). C. botulinum, non détecté
dans les 8 échantillons de lisier des sites S1 et S2 (absence dans 25 g) était présent dans les
digestats a une fréquence de détection de 50 % et de 87,5 %, respectivement. La bactérie a
été mise en évidence dans tous les échantillons de lisier et de digestat du site S3. La
concentration, trés faible, n’a pas dépassé 8,1 NPP/g. Tous les échantillons positifs en C.
botulinum étaient positifs pour le géne codant la toxine B. Le géne codant la toxine E a été
détecté une seule fois dans un digestat (Pourcher et al. 2018).

En conclusion, s’il y a réduction du nombre de spores de C. botulinum durant le processus de
méthanisation, elle demeure incertaine et ce traitement ne permet pas de garantir 'absence
de la bactérie dans le digestat qui en est issu.

Il faut souligner cependant I'impact possible de certains traitements post-digestion. Une étude
(Pulvirenti et al. 2015) réalisée sur un digestat solide (obtenu aprés séparation des phases
solides et liquides d'un digestat brut) a montré I'absence de détection de Clostridium spp. (la
concentration initiale atteignant 10° UFC / g) a la suite du traitement combiné par haute
pression et des températures comprises entre 75 et 95°C effectué pour la production de
granulés. Des études complémentaires sont néanmoins nécessaires pour valider un éventuel
effet assainissant vis-a-vis des spores de C. botulinum.

4.2.2.3.2 Apport d’'un prétraitement par pasteurisation

La question est aussi posée de déterminer si I'étape de « pasteurisation/hygiénisation » en
amont de la conversion en biogaz (pasteurisation a 70°C pendant 60 min) imposée par le
réglement n°1069/2009/CE peut réduire le risque de persistance de C. botulinum lors du
processus de digestion anaérobie.

Le maintien d’'une température de 70°C pendant une heure dans I'ensemble du substrat de
facon homogéne, permet d’inactiver les formes végétatives éventuellement présentes, ainsi
que la toxine produite. Ce couple température/durée est, en revanche, insuffisant pour
inactiver les spores de C. sporogenes, capables de résister a 80°C pendant au moins 200
minutes (Ramaswamy et al. 2010). La présence de colonies de C. botulinum (identifiées par
séquencage du gene codant I'ARNr 16S), sur un milieu de culture ensemenceé avec un lisier
de porc chauffé a 96°C pendant 10 minutes, suggére que les spores sont capables de résister
a cette température élevée (Cunault et al. 2011). Ce résultat est en accord avec la valeur de
la durée de réduction décimale (D) de 26,2 minutes obtenue a 95°C sur une souche de C.
sporogenes (Ramaswamy et al. 2010). Sahlstrém et al. (2008) ont dénombré C. perfringens
(formes totales : cellules végétatives et spores), utilisé ici comme indicateur des bactéries
sporulées, dans 3 échantillons de biodéchets chauffés a 70°C pendant 1h. Le traitement
thermique a trés peu affecté la bactérie dont les concentrations n’étaient pas significativement
modifiées a l'issue du traitement (moyenne de 4,4 logio contre 4,8 logio cfu/g dans le substrat
initial). Des observations équivalentes ont été faites par Bagge et al. (2010); Bagge et al.
(2005) ont montré que la concentration de C. perfringens dans des lisiers n’était pas affectée
significativement par une pasteurisation (70°C/1h) effectuée en amont de la méthanisation.
Cunault et al. (2011) ont également observé une absence deffet de ce couple
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température/durée sur les spores de bactéries sulfito-réductrices. Bagge et al. (2010) ont
identifié, sur la base du séquencage de 'ARN 16S aprés culture, la présence de C. botulinum
/ Clostridium spp. dans le substrat analysé avant et apres pasteurisation et de Clostridium
sporogenes / botulinum aprés pasteurisation (la méthode d’identification ne permettant pas la
différenciation des espéces). Il est a noter que le nombre de Clostridium sp. (formes totales)
a diminué aprés la pasteurisation de I'ordre de moins de 1 Logio @ 2 Logsio, Selon les sites de
méthanisation.

Y

Le refroidissement des effluents aprés le traitement thermique pourrait conduire a une
augmentation de la concentration en C. botulinum a linstar de ce qui a été observé par
Derongs et al. (2021) pour C. difficile. Dans cette étude menée a I'échelle de pilote, le lisier
porcin a été chauffé 1 heure & 70°C et stocké une quarantaine de minutes de facon a atteindre
40°C, avant d’alimenter des réacteurs mésophiles. Dans ces conditions, il a été observé une
diminution des concentrations de C. perfringens (~ 0,7 logio) et une augmentation de celles de
C. difficile (~ 0,4 logio) entre le lisier avant chauffage et I'effluent destiné a alimenter les
réacteurs. Il est possible que les spores de C. difficile aient germé au cours de la période de
refroidissement. Au regard de la différence de comportement entre C. perfringens et C. difficile,
il est difficile d’estimer le devenir de C. botulinum. Des études complémentaires sont donc
nécessaires pour mieux cerner le comportement de ces différentes clostridies en aval du
prétraitement thermique.

Les déchets organiques issus des élevages sont représentés par les excréments et/ou urines
avec ou sans litiere, les eaux résiduaires et les aliments reconnus contaminés. Trois
inconvénients majeurs entravent la décontamination des effluents destinés a étre valorisés en
tant qu’amendements ou engrais organiques en agriculture : la résistance des spores
botuliques, qui élimine toute perspective d’assainissement naturel par stockage prolongé,
impossibilité du recours a des procédés chimiques autres que le traitement par la chaux et
les volumes trés importants des matiéres a traiter.

S’agissant des excréments et/ou urines avec ou sans litiere, trois procédés utilisables sur le
site de I'élevage ont été analysés : le traitement a la chaux, le compostage et la méthanisation,
ces deux derniers visant non pas I'élimination des micro-organismes pathogénes, mais la
valorisation de la matiére organique pour le premier et la production de biogaz pour le second.

- La chaux (chaux vive) est trés utilisée sur les effluents solides, notamment le fumier. Son
action reléve a la fois de 'augmentation du pH du milieu traité (possibilité d’atteindre un pH =
12) et de la réaction exothermique (élévation de température jusqu’a 45 a 100°C) résultant de
la formation d’hydroxyde de calcium lorsqu’elle entre en contact avec de I'eau. Les seules
données relatives a son efficacité sur les spores botuliqgues portent sur le procédé dit « du
mille-feuilles » débouchant sur une combustion du substrat traité. Nonobstant les risques
d’'incendie qu’il génére, si ce traitement contribue a réduire le volume de l'effluent contaminé,
les contréles réalisés par le LNR montrent cependant qu'il s’avere insuffisant pour éliminer les
spores botuliques.

- Le compostage qui permet d’obtenir un produit organique stabilisé, possede un effet
hygiénisant vis-a-vis de certains agents pathogénes, di principalement a I'élévation thermique
au-dessus de 55°C (jusqu’a 72°C, voire 80°C) lors de la phase active. Réglementairement, en
application du reglement n°1069/2009/CE, I'hygiénisation implique un maintien de la
température a 70°C durant au moins 1 heure au cours du compostage. Si de telles
températures (du moins si elles sont atteintes de fagon homogéne dans I'ensemble du
substrat) sont compatibles avec une inactivation des formes végétatives et de la toxine de C.
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botulinum, elles demeurent en revanche insuffisantes pour inactiver les spores présentes. On
ne dispose pas, jusqu’a présent, de données relatives a I'évolution de C. botulinum au cours
du compostage. Néanmoins des recherches montrant la persistance d’autres bactéries
sporulantes (telles que C. difficile) suggérent fortement que le processus de compostage ne
permettrait pas d’éliminer les spores botuliques.

- La méthanisation produit du biogaz a partir de la matiere organique dégradée par des
micro-organismes en milieu anaérobie dans des bioréacteurs (digesteurs) thermorégulés. Les
installations peuvent traiter les effluents de plusieurs élevages (ce qui aboutit a une dilution
des effluents contaminés) et fonctionnent majoritairement en France en conditions mésophiles
(entre 37 et 42°C). Hors intervention possible d’autres facteurs biotiques (compétitions
bactériennes) ou abiotiques (pH, concentration en NHs) dont les effets sur la bactérie ne sont
pas caractérisés, les conditions anaérobies et de températures (du moins en conditions
mésophiles) des digesteurs ne semblent pas réduire la persistance de C. botulinum ou de ses
toxines. Les quelques études disponibles comparant la présence de C. botulinum dans les
intrants et en sortie dans les digestats n’ont apporté jusqu’ici aucune réponse relative a la
présence ou I'absence d’'un effet hygiénisant vis-a-vis de cette bactérie et notamment de ses
spores. En outre, le prétraitement réglementaire des effluents par pasteurisation élimine
toxines et formes végétatives, mais n’affecte pas la survie des spores. Les experts
s’interrogent par ailleurs sur l'effet du choc thermique généré par ce prétraitement sur les
spores et la possibilité de germination et de multiplication des formes végétatives lors du
refroidissement précédant I'entrée de I'effluent dans le digesteur.

Les eaux résiduaires (eaux usées agricoles), collectées dans une installation de stockage
spécifique ou non, peuvent étre traitées selon les mémes conditions que les autres effluents
liquides (lisier, purin) avec lesquels elles peuvent étre mélangées. Une décontamination a la
chaux est souvent préconisée, sans que l'efficacité du procédé dans les conditions d’emploi
ait été validée pour C. botulinum.

S’agissant des aliments (fourrages, ensilages, etc.) ils peuvent étre mélangés avec les fumiers
et traités comme tels ou incinérés.

4.3 Traitement des matrices environnementales

Les matrices environnementales ciblées dans ce chapitre sont celles contaminées durant
I'épisode de botulisme survenu dans I'élevage :

- parcours de volailles ;

- différentes surfaces ayant fait I'objet d’'un épandage avec un produit contaminé (patures,
cultures, etc.) ;

Les procédés de décontamination envisageables ont pour la plupart été présentés dans les
chapitres précédents. Nous les aborderons de nouveau en fonction des matrices étudiées.

Il faut rappeler que C. botulinum est une bactérie tellurique dont la croissance est favorisée
dans le sol par la présence de matiéres organiques. On ignore, de plus, le degré de
contamination naturel des sols comme le seuil a partir duquel il peut y avoir risque
d’émergence du botulisme.

4.3.1 Traitement des parcours de volailles

De plus en plus d’élevages de volailles possédent des parcours en plein air, comme c’est déja
le cas pour les élevages de galliformes sous signes officiels de qualité (dont les cahiers des
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charges comportent tous un acces a un parcours en plein air), les élevages de volailles
biologiques, et les élevages de canards préts a gaver.

Dans ces parcours, le risque de contamination le plus important concerne les zones de fortes
densités de volailles plus favorables a l'accumulation de fientes, en particulier la zone
proximale correspondant a une bande d’environ 10 m de large sur toute la longueur du
batiment d’élevage, au niveau des trappes de sortie des oiseaux du batiment et les zones
correspondant aux mangeoires, abreuvoirs et abris mobiles, notamment si ces zones
comportent des parties boueuses.

Les rares données disponibles sur la décontamination des parcours de volailles correspondent
a des investigations relatives a I'emploi de la chaux au travers d’un suivi des streptocoques
thermotolérants, utilisés comme indicateurs (Huneau-Salaiin et al. 2010), et des prescriptions
dans le cas de maladies comme l'influenza aviaire (Anses 2017). Il n'existe cependant aucune
référence bibliographique sur la décontamination des parcours de volailles contaminés par
des bactéries sporulées ou, plus spécifiquement, par C. botulinum.

Des doses de chaux vive de 500 g par m?, en arrosant le sol s'il n’est pas assez humide,
permettent en surface d’obtenir le pH supérieur a 12 nécessaire pour une activité sporicide. |
est probable que cette activité soit limitée aux couches superficielles du sol. Dans la pratique,
il est indiqué de laisser agir pendant 3 a 4 heures avant de retourner la terre par labourage et
de réaliser un vide sanitaire de 6 semaines minimum (Anses 2017). On ne dispose pas,
néanmoins de données permettant de valider ces prescriptions dans le cas d'une
contamination du sol par C. botulinum.

4.3.2 Traitement des surfaces agricoles contaminées

Le GT examinera successivement dans ce paragraphe le cas des prairies et des parcelles
cultivées ou destinées a étre cultivées, en soulignant qu’on ne dispose d’aucune possibilité de
traitement (qu'il soit physique, chimique ou biologique) applicable a ces écosystemes a la suite
d’'une contamination avérée et que la solution passe en fait par un changement de destination
de ces surfaces. Le GT se bornera donc a présenter les mesures de gestion applicables en
vue de réduire les risques afférents.

[l faut rappeler que la contamination des surfaces agricoles peut résulter soit d’'un épandage
direct, soit d’'un dép6t de poussiéres ou d’aérosols contaminés entrainés par le vent depuis
une aire de stockage du produit ou lors d’'un épandage de matériel pulvérulent.

4.3.2.1 Prairies

Les études effectuées a la suite de I'observation de foyers de botulisme en élevage bovin
montrent la présence de C. botulinum dans des patures. La contamination de ces derniéres
est notamment attribuée a leur proximité avec des élevages de volailles infectés par C.
botulinum de types C, D ou mosaiques (avec éventuellement stockage de fumier pres de la
pature) ou fait suite a 'épandage des effluents (litiére, fumiers, etc.) qui en sont issus.

S’agissant de matiéres organiques solides, I'épandage se fait par dép6t sur la surface
enherbée. Les effluents liquides (lisier) peuvent étre épandus par enfouissement (avec
enfouisseur a disque par exemple), contribuant a réduire la contamination des végétaux et du
sol en surface.

L’épandage par dépot entraine une contamination des parties aériennes de I'herbe (en partie
basse notamment) et une contamination du sol en surface. Il est habituellement conseillé,
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aprés épandage d’effluents d’élevage sur des patures (ou sur des terres productrices de
fourrages), de respecter une période d'attente de trois a cinqg semaines avant remise des
animaux. Une période d’attente minimale de 21 jours est réglementairement fixée dans le cas
des composts et digestats®®. Ces délais sont habituellement compatibles avec une réduction
naturelle de la quantité de micro-organismes initialement déposés du fait de I'intervention de
différents facteurs affectant leur viabilité, en particulier I'exposition des végétaux a une forte
dose d'UV, ainsi qu’a des fluctuations de température et d’humidité (Heaton et Jones 2008),
ou réduisant leur concentration (infiltration progressive dans le sol). Dans le cas du botulisme,
on peut présumer que les toxines sont assez rapidement inactivées sur les parties aériennes
des végétaux ; il en est de méme pour les formes végétatives a moins qu’elles ne puissent
sporuler. Leur persistance en surface du sol est également dépendante de l'intervention des
facteurs biotiques et abiotiques présents. De par leurs capacités intrinseques de résistance,
les formes sporulées vont en revanche persister. Ces questionnements sur la persistance de
C. botulinum en surface des patures sont a mettre en perspective avec les observations de
Smart et al. (1987) révélant le développement de la maladie chez un bovin mis a paturer deux
mois aprés un épandage de litieres de volailles contaminées et celles de Souillard et Kuntz
(2020) détectant la bactérie en surface (en utilisant des pédichiffonnettes) comme en
profondeur (prélevements de terre) cing mois aprés épandage de fumier de volailles
contaminé. Ces données conduisent a estimer comme insuffisant le délai de trois a cing
semaines généralement conseillé avant de remettre les bovins en pature.

Un labourage profond (avant réensemencement de la prairie) permet une diminution de la
contamination en surface et en partie superficielle du sol. |l n’a, en revanche, d’autre effet que
celui d’une dilution, sans garantie d’'une quelconque influence sur le devenir des spores dans
la terre. Celle-ci, en fonction de la quantité de spores présentes, peut par la suite étre une
source indirecte de contamination de I'herbe ingérée par les animaux ou récoltée en tant que
fourrage ou pour la fabrication d’ensilage d’herbe. En revanche, un labourage profond
présente 'avantage de réduire I'exposition des oiseaux et autres animaux ayant acces au site.

4.3.2.2 Parcelles destinées a la culture ou cultivées

4.3.2.2.1 Epandages sur terre nue

Réglementairement (arrété du 27 décembre 2013)%, les épandages sur terres nues des
effluents d'élevage ou des matiéres issues de leur traitement sont suivis d'un enfouissement
dans les 12 heures (ou 24 heures pour les fumiers de bovins compacts non susceptibles
d'écoulement, aprés un stockage d'au minimum deux mois, ou pour les matiéres issues de
leur traitement). Ces dispositions visent a limiter les odeurs et les risques d’écoulement en
surface. Elles ne s’appliquent pas aux composts, lorsque les andains ont fait I'objet d'au
minimum deux retournements ou d'une aération forcée, et ont été maintenus a une
température supérieure a 55°C pendant quinze jours ou a 50°C pendant six semaines.
Toutefois, comme indiqué précédemment, ces modalités, ne permettent pas d’éliminer les
formes sporulées de C. botulinum dans le compost produit.

Dans le cas d’un produit reconnu contaminé par C. botulinum, I'enfouissement (le plus profond
possible) permet de réduire I'exposition des oiseaux et autres animaux ayant acces au site.
Le devenir de la bactérie dans la terre dépend la encore des facteurs biotiques et abiotiques

65 Période d'attente visée a l'article 11, paragraphe 1, point c), du réglement (CE) n° 1069/2009.

66 Arrété du 27 décembre 2013 relatif aux prescriptions générales applicables aux installations classées pour la
protection de I'environnement soumises a déclaration sous les rubriques nos 2101-1, 2101-2, 2101-3, 2102 et 2111.
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gu’elle y trouve. De sa concentration dans le sol dépendent les possibilités de contamination
des végétaux (racines notamment) en surface, d’ou le risque en cas de consommation a I'état
cru ou lorsque les procédés de conservation ou de transformation ne permettent pas de
neutraliser ou d’éliminer le danger.

4.3.2.2.2 Epandages sur culture

La problématique des épandages sur culture de végétaux destinés a la consommation animale
ou humaine est comparable a celle précédemment décrite pour les prairies et patures.

Le risque d’exposition est le plus élevé lorsque la contamination affecte les parties des
végétaux (racines, feuilles et fruits) qui sont consommées. On notera que certaines
prescriptions, comme celles d’épandre du fumier ou du lisier au minimum quatre mois avant
la plantation ou le semis pour des légumes dont la culture dure peu de temps et pour des
légumes qui sont consommeés crus (par ex. les salades), sont suffisantes pour limiter le risque
de contamination par des micro-organismes entéro-pathogénes non sporulés (salmonelles,
coliformes, etc.), mais peuvent ne pas I'étre pour les formes sporulées de C. botulinum. Le
risque de botulisme doit alors étre analysé en fonction des végétaux produits (végétaux
consommeés ou non), des especes amenées a les consommer (humains ou animaux) et des
modalités de consommation, en privilégiant notamment les procédés de conservation ou de
transformation limitant le risque de développement de la bactérie et de production de toxine.

La décontamination des abords des batiments d’élevage s’effectue simultanément et selon les
mémes modalités que pour les batiments eux-mémes lorsqu’ils sont cimentés (application d’'un
produit désinfectant sporicide) ou en terre battue (traitement a la chaux vive).

Les possibilités de traitement des abords enherbés des batiments d’élevage et des parcours
en plein air pour les volailles sont quasiment limitées a I'application de chaux vive avant de
retourner la terre par labourage, mais aucune étude n’a été conduite jusqu’ici pour en valider
I'efficacité sur les spores botuliques ou pour déterminer le devenir des spores aprés
enfouissement dans la terre.

Dans le cas des prairies et des terrains cultivés, aucun procédé ne permet d’éliminer les spores
introduites en surface ou dans la terre a la suite de I'épandage d’un effluent contaminé. Si
I'épandage est absolument nécessaire, il conviendra de le limiter a des parcelles vouées a des
productions a faible risque de contamination et d’imposer ou privilégier un épandage par
injection ou avec enfouissement rapide en amont des semis et plantations.
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5 Evaluation qualitative de risque lié a
I’épandage des matieres issues d’un foyer de
botulisme bovin/aviaire

Les éléments présentés dans le chapitre précédent montrent que le stockage prolongé, le
compostage ou le processus de digestion anaérobie pour la production de biogaz
(méthanisation), y compris lorsqu’ils sont soumis a I'étape de « pasteurisation/hygiénisation »
prévue par le réglement n°1069/2009/CE, ne permettent pas d’obtenir un assainissement des
effluents d’élevage issus d’'un foyer de botulisme. Le traitement a la chaux vive, selon le
procédé du mille-feuilles, est le moyen le plus efficace qui est utilisé le plus couramment sur
site pour traiter le fumier de volailles, méme s’il ne permet pas d’inactiver la totalité des spores
de C. botulinum (au regard des données actuellement disponibles).

En réponse a la question du demandeur relative aux risques liés aux épandages des effluents
contaminés et avant d’envisager comme alternatives un recours a l'incinération, la stérilisation
sous pression, voire I'enfouissement en décharge des effluents les plus contaminés, il est
nécessaire d’évaluer quels risques en santé animale comme en santé humaine peuvent
résulter de leur épandage sur des sols agricoles et de définir quelles mesures de gestion sont
susceptibles de les réduire.

5.1 Description de la méthode d’évaluation

Pour répondre aux questions d’évaluation de risque de cette saisine, les experts ont adopté la
méthode qualitative d’estimation du risque en santé animale dont le détail est disponible dans
le rapport de I'Afssa intitulé « une méthode qualitative d’estimation du risque en santé
animale » (Afssa 2008). Cette méthode a été congue pour pouvoir étre utilisée :

- lorsqu’il n’y a pas suffisamment de données pour conduire une évaluation quantitative,

- par tout expert ne possédant pas forcément une compétence particuliére dans le secteur
de l'analyse du risque.

Elle propose une échelle ordinale, graduée de zéro a neuf, pour qualifier les probabilités de
I'émission du danger, de I'exposition au danger et de survenue de I'événement indésirable
(résultant de la combinaison de la probabilité de I'émission et de la probabilité de I'exposition) ;
ainsi que I'estimation du risque (résultant de la combinaison de la probabilité de survenue de
I'événement indésirable et des conséquences). La correspondance terminologique de I'échelle
utilisée est présentée dans le Tableau 5.

Tableau 5 : Correspondance entre I’échelle ordinale et les qualificatifs utilisés pour caractériser les
probabilités en évaluation qualitative du risque

Qualificatifs Echelle ordinale
Nulle

Quasi-nulle

Minime
Extrémement faible
Tres faible

Faible

Peu élevée

Assez élevée
Elevée

Tres élevée

o

O[NNI B|WIN|F

Version finale page 89/ 155 Mai 2022



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0113 »

Compte tenu du manque de données disponibles pour I'appréciation des conséquences, les
experts ont convenu de se limiter a I'estimation de la probabilité de survenue de I'événement
indésirable. Le tableau de croisement utilisé pour cette estimation est présenté en Annexe 4.

5.2 ldentification du danger

Le botulisme est une maladie du systéme nerveux due a I'action de la neurotoxine botulique
produite par C. botulinum. On rappellera cependant que si la neurotoxine botulique est la
cause du développement du botulisme, sa diffusion dans I'organisme sensible peut résulter :

- soit de I'ingestion de toxine préformée présente dans un aliment ou une eau de boisson,

- soit de sa production dans I'organisme par des formes végétatives de la bactérie se
multipliant dans le tube digestif (ou certains tissus dans les cas, plus rares, de botulisme
d’inoculation) a la suite de I'ingestion de la bactérie (formes végétatives et/ou sporulées)
présente dans l'aliment.

Le danger considéré dans cette saisine, est représenté par C. botulinum de type D, C,
mosaiques C/D, D/C, dont tous les éléments, c’est-a-dire les formes végétatives, les
formes sporulées et la neurotoxine. Ces différents éléments peuvent étre présents dans
les effluents et les autres matrices considérées dans cette étude a savoir : les végétaux
produits dans les terrains fertilisés avec des effluents contaminés, les poussiéres ou les
aérosols disséminés lors des opérations d’épandage et les eaux de surface (mares, cours
d’eau, etc.) contaminées suite a I'épandage. Du fait de leur capacité de résistance, les spores
sont néanmoins I'élément le plus abondant et le plus constant dans ces matrices.

L’événement indésirable au vu de la santé animale est la contamination de bovins ou de
volailles via: (i) la consommation de végétaux ou cultures issus des sols sur lesquels
ont été épandus des effluents contaminés ou (ii) des poussiéres ou des aérosols
disséminés suite a I'’épandage d’effluents d’élevage issus d’un foyer de botulisme ou
(iii) la consommation d’eaux de surface contaminées.

L’événement indésirable au regard de la santé humaine, est (i) la contamination des
humains situés a proximité lors des opérations d’épandage d’effluents d’élevage issus
d’un foyer de botulisme ou (ii) la contamination suite a la consommation de végétaux
provenant d’un sol sur lequel ont été épandus des effluents d’élevage issus d’un foyer
de botulisme.

5.3 Schéma évenementiel

Le schéma événementiel est une représentation des différents scénarios conduisant a
I'apparition de I'événement indésirable.

Le schéma proposé (Figure 3) se réfere aux restrictions générales que prévoit la
réglementation lors de foyers d’infection dans un élevage. Il est destiné a identifier pour chaque
situation les différentes probabilités & prendre en compte tant pour I'émission que pour
I'exposition. Ce schéma comprend deux parties : la premiére met en évidence les étapes
relatives a I'émission du danger et la seconde les principales modalités d’exposition au danger.

Dans la partie relative a I’émission, le point de départ de ce schéma est un élevage (aviaire
ou bovin) foyer de botulisme d’ou proviennent les effluents a épandre (litiere, fumier, lisier,
fientes et eaux résiduaires seules ou mélangées au lisier). Les aliments contaminés de
I'élevage pourraient dans certains cas étre mélangés au fumier ou a la litiére.
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En dessous sont identifiés les différents types de produits possiblement épandus : effluents
bruts, effluents apreés stockage ou valorisés par compostage (compost) ou méthanisation
(digestat). L’émission possible a partir des engins utilisés pour le transport des produits
contaminés est également identifiée dans le schéma. L’épandage peut se faire sur place dans
I'« élevage-foyer » ou a distance, dans d’autres élevages. Il existe de ce fait, un risque de
dissémination.

Les étapes suivantes découlent de I'épandage, en différenciant I'épandage en surface
(matieres solides et liquides) ou par introduction dans le sol (enfouissement ou injection dans
le cas des matieres liquides). En résultent les possibilités d’émission des sols (prairies ou
parcelles mises en culture) sur ou dans lesquels ont été introduits C. botulinum et/ou sa toxine,
et in fine les végétaux qui y sont cultivés.

La question de la contamination des eaux de surface est aussi prise en compte. Elle peut
résulter du rejet des eaux résiduaires dans la nature ou du ruissellement suite aux épandages.

Dans la partie relative a I’exposition, sont considérés les animaux qui peuvent se
contaminer : en consommant directement les végétaux des parcelles sur lesquelles ont été
réalisés les épandages (bovins mis a I'herbe, volailles sur parcours), a la suite de
I'incorporation dans leur ration des végétaux qui y sont récoltés (bovins en stabulation, volailles
en batiment) ou en s’abreuvant avec des eaux contaminées. Les aliments destinés aux
animaux peuvent étre aussi secondairement contaminés par des poussieres ou des aérosols
émis durant les épandages ou par des animaux sauvages (oiseaux notamment) fréquentant

les parcelles ol ces épandages ont été effectués.

Est enfin prise en considération I'exposition des humains résultant de l'inhalation des
poussiéres ou des aérosols contaminés émis pendant 'épandage (éleveurs ou tiers résidant
a proximité des zones d’épandage) ou de la consommation des végétaux produits sur les
parcelles fertilisées avec les effluents, fumiers, compost ou digestats contaminés (Figure 3).
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Figure 3 : Schéma évenementiel
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5.4 Probabilité d’émission du danger

La probabilité d’émission du danger correspond a la probabilité que C. botulinum
(forme végétative, spore et/ou toxine) soit présent dans la matrice considérée.

L’appréciation de I'’émission consiste a approcher de maniére qualitative la probabilité de
présence du danger dans chaque matrice pouvant étre incriminée dans la contamination des
espéces animales et de I'étre humain. Ce score est cependant pondéré (avis d’experts) en
fonction de la charge microbienne ou en toxine potentiellement attendue dans chague matrice
en tenant compte :

- de I'espéce animale émettrice, ici les bovins et les volailles ;
- du devenir attendu du danger dans les différentes matrices ;

- des abattements éventuels consécutifs a l'effet des traitements (compostage ou
méthanisation) ou des dilutions réalisées (résultant par exemple du mélange avec des co-
substrats et les mélanges d'effluents issus de plusieurs élevages, lors de la
méthanisation).

- du type dépandage (épandage en surface ou épandage par injection ou avec
enfouissement),

En tenant compte des critéres précédemment énoncés, les experts ont procédé, par étapes
successives (cf. Figure 3), a I'estimation de I'émission du danger dans :

- les effluents bruts (déjections et eaux résiduaires) issus des locaux d’élevage des
volailles ou des bovins (probabilités brutes d’émission),

- les produits obtenus a la suite du stockage des effluents bruts, de leur transformation par
compostage, ou de leur conversion en biogaz (émission primaire),

- les matériels de manutention et de transport des effluents contaminés (émission
primaire),

- les surfaces environnementales (prairies, champs) sur lesquelles les produits précédents
ont été épandus, et in fine les végétaux produits sur ces surfaces et consommés a I'état
cru ou aprés transformation, en tenant compte du consommateur final, étre humain ou
animal (émission secondaire),

- les poussiéres ou les aérosols se déposant sur des végétaux ou inhalés et déglutis par
I'étre humain ou les animaux (émission secondaire)

- les eaux de surfaces polluées par des écoulements d’eaux résiduaires ou par des
ruissellements aprés épandage (émission secondaire).

L’estimation des différentes probabilités d’émission se fonde sur les données bibliographiques
disponibles et les connaissances des experts. En fonction des données disponibles, le niveau
d’incertitude sur I'estimation de ces probabilités est qualifié de « faible », « moyen », « élevé »
ou « absence de données ». Les criteres d’attribution des qualitatifs d’incertitudes sont
présentés dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Critéres d’attribution des qualitatifs utilisés pour caractériser les incertitudes

ualification de . I
Q ”: . Critéres d’attribution
I'incertitude
Faible La note attribuée est fondée sur des résultats convergents d’études scientifiques ou sur un
systeme de collecte de données de fiabilité reconnue.
La note attribuée est fondée sur un nombre limité d’études scientifiques ou sur un systéme de
Moyen collecte de données de fiabilité limitée ET la présence de convergences entre auteurs et/ou
experts.
La note attribuée est fondée sur :
- un nombre limité d’études scientifiqgues ou sur un systéme de collecte de données de fiabilité
Elevé limitée ET I'absence de consensus entre auteurs et/ou experts ;
- ou sur un avis individuel d’expert en I'absence d’études scientifiques ou de systeme de
collecte de données.
Absence de données Aucune note n’est attribuée du fait de I'absence totale de données et d’avis d’expert.

5.4.1 Probabilité brute d’émission dans un foyer déclaré

La probabilité brute d’émission est la probabilité de retrouver C. botulinum sous toutes
ses formes dans des effluents d’élevage (bovin ou aviaire) issus d’un foyer de botulisme

déclaré.

Les probabilités brutes d’émission ainsi que I'argumentaire et les incertitudes pris en compte
dans I'estimation sont résumés dans le Tableau 7 ci-dessous.

Tableau 7 : Probabilités brutes d’émission du danger dans les effluents issus d’un foyer déclaré

- Probabilité brute | Argumentaire pris en compte dans I'estimation des Niveau
Elevage Effluents d’émissi g ) "
émission probabilités d’incertitude
La présence en quantité importante de C. botulinum de
type C, D ou mosaiques et leur persistance dans les
effluents d’élevage est démontrée en particulier par les
investigations portant sur les fumiers de volailles
(Souillard et al. 2020).
L’excrétion de la bactérie est trés forte chez les volailles
meéme sans signes cliniques.
Le nombre d’animaux pouvant étre atteints lors d’'un
épisode est trés élevé comparé aux bovins, ce qui .
Litiere, fumier, entraine une charge microbienne plus importante dans Faible
fientes, lisier 9 les effluents d’origine aviaire. Références
(pouvant contenir Tres élevée o ) ) ) .| bibliographiques
des cadavres) Le fumier issu de lots atteints de botulisme est identifié disponibles
comme l'une des principales sources de contamination a
Volailles I'origine des foyers de botulisme bovin de type C, D,
mosaiques C/D ou D/C (Popoff 1989; Payne et al. 2011;
Relun et al. 2017; Souillard et al. 2017a; Souillard et al.
2021).
Des cadavres non ramassés ou oubliés peuvent étre
mélangés a la litiere augmentant ainsi le risque de
portage dans les effluents (Ortiz et Smith 1994; Popoff
1989; Espelund et Klaveness 2014).
] . . Elevé
Prévalence importante de C. botulinum dans les effluents
de volailles. Manque de
[6-8] données sur les
Eaux résiduaires Peu élevée a En cas d'infection, le nettoyage complet des batiments charges
élevée aprés le retrait du fumier ou la litiere conduit & une | pactériennes dans
dilution de la charge initiale (audition GDS Bretagne). les eaux
résiduaires
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Bovins

Litiere, fumier,
lisier

[4-8]
Tres faible a élevée

En cas de botulisme, la mortalité chez les bovins est
généralement trés rapide et I'excrétion des C. botulinum
dans les féeces des bovins contaminés est faible
(évaluation du risque faite par la DDPP des Cotes
d’Amor).

Le nombre de sujets contaminés lors d’'un épisode de
botulisme bovin est habituellement faible, ce qui limiterait
la quantité de C. botulinum excrétée dans le fumier ou le
lisier.

Des analyses récentes dans des élevages bovins

Moyen

Peu de références
sur le degré de
contamination des
effluents bovins

infectés ont néanmoins mis en évidence la persistance
de C. botulinum dans le fumier (au moins sept mois dans
un fumier de bovins pourtant traité & la chaux) et le lisier
(au moins trois mois) (projet BOTUSOL).

Elevé
Absence de
données sur les
charges
bactériennes dans
les eaux
résiduaires

La charge bactérienne des eaux de lavage des locaux
d’élevage est considérée comme inférieure a celle des
fumiers et lisiers (effet dilution).

[2-6]
Minime a peu
élevée

Eaux résiduaires

5.4.2 Appréciation de la probabilité primaire d’émission

5.4.2.1 Probabilités primaires d’émission des effluents d’'élevage

Les effluents d’élevage issus d’'un foyer déclaré peuvent étre stockés ou transformés par des
procédés biologiques (compostage, méthanisation) a des fins de valorisation de la matiére
organigue.

Cette phase de I'analyse vise a évaluer la probabilité d’émission du danger dans: (i) les
effluents (fumier, lisier, eaux résiduaires) issus de I'élevage foyer aprés une phase de
stockage, (ii) un compost apres le processus de compostage et (iii) les produits (digestat solide
ou liquide) issus de la méthanisation et destinés a étre épandus.

Selon I'arrété de biosécurité du 29/09/2021°%7, un temps de stockage de 42 a 60 jours est requis
pour les effluents issus d’élevages de volailles. Le stockage des effluents bovins, en revanche,
n‘est soumis a aucune durée de stockage réglementaire. Les experts considérent que le
stockage n’entraine aucune inactivation de C. botulinum et peut parfois augmenter le risque
par une possible multiplication de celui-ci (Souillard et al. 2020).

Le compostage est un procédé réalisé en aérobiose, milieu défavorable a la survie de C.
botulinum. L’aération et le suivi des températures observées lors du compostage suggérent
une probable inactivation des cellules végétatives, mais pas des spores (Bohnel et Lube
2000).

La méthanisation est réalisée en anaérobiose, milieu favorable a la persistance de C.
botulinum. Les digestats destinés a I'épandage peuvent étre bruts (issus du digesteur avec ou
sans stockage en fosse) ou post-traités. En méthanisation en voie liquide, les post-traitements
les plus courants consistent en une post-digestion suivie ou non d’'une séparation de phase
(phase liquide stockée et phase solide stockée ou compostée). Aprés méthanisation en voie

67 Arrété du 29 septembre 2021 relatif aux mesures de biosécurité applicables par les opérateurs et les
professionnels liés aux animaux dans les établissements détenant des volailles ou des oiseaux captifs dans le
cadre de la prévention des maladies animales transmissibles aux animaux ou aux étres humains. JORF n°0228 du
30 septembre 2021.
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solide®®, le digestat est stocké ou composté. Les sous-produits issus de la filiere de
méthanisation sont donc liquides ou solides. Les effluents de volailles sont majoritairement
valorisés dans les unités de méthanisation en mélange avec des effluents porcins et/ou bovins.
En effet, les effluents de volailles, compte tenu de leur richesse en ammoniac, doivent étre
mélangés a d’autres effluents et/ou & des co-substrats. Les effluents bovins peuvent étre
transformés par les deux types de voies (liquide ou seche).

Les experts estiment que la digestion anaérobie ne cause aucune inactivation de la bactérie
et n’excluent pas un éventuel développement de C. botulinum compte tenu des conditions
anoxiques favorables retrouvées dans les unités de méthanisation. Par ailleurs, le
prétraitement de 70 C pendant une heure est sans effet sur les spores.

Les probabilités primaires d’émission des effluents ainsi que 'argumentaire et les incertitudes
pris en compte dans I'estimation sont présentés dans le Tableau 8 ci-dessous.

5.4.2.2 Probabilités d’émission liée au transport des effluents

Les effluents d’un foyer de botulisme peuvent étre transportés vers un autre élevage ou un
site agricole pour étre épandus. Dans ce cas, les experts considérent qu’il existe un risque
d’'une contamination croisée dans le cas d’'un nettoyage et d’'une désinfection insuffisants des
matériels de transport. Par exemple, un foyer a été rapporté dans un élevage de dindes ou le
stock de blé s’est révélé positif avec une suspicion forte de contamination croisée dans un
camion lors de la succession de transports de fumier et de blé (Le Gratiet et al. 2022). Dans
plusieurs cas de foyer de botulisme, 'analyse des godets ayant servi au transport des effluents
a donné des résultats positifs (Souillard et al. 2021; GDS Bretagne et al. 2019).

Il convient néanmoins de noter que le réglement n°1069/2009/CE interdit I'envoi au départ
d’exploitations contaminées, des sous-produits animaux et produits dérivés sauf s’ils sont
expédiés dans des conditions destinées a empécher la propagation de maladies
transmissibles aux étres humains ou aux animaux.

La probabilité d’émission de C. botulinum sur du matériel ayant servi au transport d’effluents
contaminés et n’‘ayant pas été suffisamment nettoyé et désinfecté est présentée dans le
Tableau 8.

68 On parle généralement de méthanisation solide ou par voie séche lorsque les intrants du digesteur contiennent
entre 15 et 20 % de matiére seche.
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Tableau 8 : Probabilités primaires d’émission du danger

Probabilité primaire

matériels de transport

Extrémement faible a
assez-élevée

La charge bactérienne initiale des effluents de volaille peut étre importante.

La charge initiale déposée sur les parois des bennes, godets, etc. est diluée en fonction de
la quantité d’aliment secondairement transporté.

Elevage Effluents d’émission Argumentaire pris en compte dans I’estimation des probabilités Niveau d’incertitude
Moyen
9 Un suivi de fumier de volailles stocké suggére un accroissement de la charge en C. botulinum . -
Stockage e Ak ) Pas de connaissance quantitative de la charge des
Trés élevée durant le stockage (Souillard et al. 2020). effluents.
[7-8] Effet de dilution de la charge bactérienne lié au mélange de co-substrats.
Litiére, fumier, E(;(r)r?utl)tsst:seus du Assez-élevée a | Compétition bactérienne liée & la présence d’autres micro-organismes dans le milieu. Elevé
fientes, lisier P g élevée Présence d’oxygéne liée a I'aération est défavorable a la croissance des formes végétatives
(pouvant contenir ~ — - — ~ — —
des cadavres) et En méthanisation collective, la contamination apportée par un effluent peut étre diluée par Moyen
eaux résiduaires I'apport d’effluents d’autres élevages non contaminés. Diversité des procédés de méthanisation et des
Volailles o [7-9] Dans le cas d’un méthaniseur non collectif, les co-substrats et les différents types d'effluents | produits issus de cette filiere, rendant complexe
IPrOdet'rt]s |s_su;s_, de | Acsez-élevée a tres | issus de I'élevage participent a la dilution de la contamination. I'estimation de la probabilité d'émission.
a méthanisation P . . i
élevée Lorsque le digestat est composté (phase solide aprés séparation de phase pour la | Pas de données sur linfluence des competitions
méthanisation voie liquide ou digestat issu de la voie solide) il subit une étape d’hygiénisation | bactériennes sur le développement ou la survie de
susceptible de réduire le nombre de cellules végétatives de C. botulinum. C. botulinum durant la méthanisation.
Cette situation suppose I'absence de nettoyage-désinfection du matériel ayant servi au Faible
Matériels de manutention dont [3-7] transport des effluents contaminés.

Manque de connaissance sur une possible affinité
de C. botulinum pour
surfaces.

certains matériaux et

Stockage

[4-8]
Trés faible a élevée

La bibliographie existante montre la persistance de la contamination des effluents durant un
stockage prolongé pendant au moins sept mois (BOTUSOL, projet en cours).

Moyen

Peu de publications avec uniquement des données
qualitatives sur la charge des effluents

Pas de données disponibles pour un stockage au-
dela de sept mois

Produits issus du
Litiere, fumier,
lisier

(3-7]

Effet de dilution de la charge bactérienne lié au mélange de co-substrats.

Bovins

I'apport d’effluents d’autres élevages non contaminés.

t Extrémement faible 4 | Compétition bactérienne liée a la présence d’autres micro-organismes dans le milieu. Elevé
compostage Alavd ) , e x ba ) . ) g
assez-élevée Présence d’oxygéne liée a I'aération est défavorable a la croissance des formes végétatives
En méthanisation collective, la contamination apportée par un effluent peut étre diluée par Moyen

Diversité des procédés de méthanisation et des

matériels de transport

Minime a faible

La charge bactérienne initiale des effluents bovins est faible.

La charge initiale déposée sur les parois des bennes, godets, etc. est diluée en fonction de
la quantité d’aliment secondairement transporté.

L [3-8] Dans le cas d’un méthaniseur non collectif, les co-substrats et les différents types d'effluents | produits issus de cette filiere, rendant complexe
::;r(r?r?;lrt;rlls':;ts'o?\e Extrémement faible 3 | issus de I'élevage participent & la dilution de la contamination. I'estimation de la probabilité d’émission.
| | 2 2 . . o

élevée Lorsque le digestat est composté (phase solide aprés séparation de phase pour la | Pas de données sur linfluence des compétitions
méthanisation voie liquide ou digestat issu de la voie solide) il subit une étape d’hygiénisation | bactériennes sur le développement ou la survie de

susceptible de réduire les cellules végétatives de C. botulinum. C. botulinum durant la méthanisation.

Cette situation suppose I'absence de nettoyage-désinfection du matériel ayant servi au Elevé

Matériels de manutention dont [2.5] transport des effluents contaminés. Pas de données disponibles sur les contaminations

croisées liées au transport d’effluents contaminés.

Pas de connaissance sur une possible affinité de C.
botulinum pour certains matériaux et surfaces.
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5.4.3 Probabilité secondaire d’émission

Cette étape est consacrée a l'appréciation des probabilités d’émission aprés I'épandage
d’effluents de volailles ou de bovins issus d’un foyer déclaré et ayant fait I'objet de stockage
ou de transformation (produits de méthanisation ou du compostage). Ces effluents peuvent
étre épandus sur des prairies, des sols de grandes cultures ou des sols de cultures
maraichéres. Les cultures issues des sols sur lesquels auront été épandus des effluents
transformés ou non et initialement contaminés par C. botulinum pourraient ainsi étre des
sources d’émission du danger. Les oiseaux peuvent également, par leurs fientes, contaminer
secondairement des aliments et litiéres non protégés.

L’épandage des effluents est réalisé en surface ou par injection en fonction de la nature du
produit épandu. Les produits solides sont épandus en surface tandis que I'épandage des
effluents liquides peut se faire en surface a I'aide d’un pendillard® ou par injection a I'aide d’un
injecteur a dents. Le mode d’épandage peut moduler la probabilité secondaire d’émission. En
effet le risque d’aérosolisation de C. botulinum lors d’un épandage par injection est moindre
que lors d’un épandage en surface.

Par ailleurs, aprés épandage et en cas d’intempéries, les eaux de ruissellement contaminées
par C. botulinum contaminent elles-mémes les eaux de surface (riviere, point d’eau, etc.)
proches a partir desquelles des bovins ou des volailles pourraient se retrouver exposés. Les
experts ne considérent pas le cas de linfiltration des eaux contaminées vers une nappe
phréatique, aucune recherche de C. botulinum dans une eau souterraine n’ayant été réalisée
ace jour.

Les probabilités secondaires d’émission du danger, estimées par les experts dans les
différentes matrices, sont présentées dans le Tableau 9 (aprés épandage d’effluents de
volailles) et le Tableau 10 (aprés épandage d’effluents de bovins). L’argumentaire et les
incertitudes pris en compte dans l'estimation de ces probabilités sont présentés dans le
Tableau 11.

69 Dispositif souple ou rigide équipant les pulvérisateurs afin de rapprocher les buses du sol. Ce dispositif permet
de limiter fortement les pertes de produit par volatilisation (https://fertilisation-edu.fr/lexique/word/73.html).
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Tableau 9 : Probabilités d’émission du danger dans diverses matrices suite a un épandage d’effluents de volailles

Matrice

Epandage en surface (sans enfouissement)

Epandage par injection ou épandage en surface suivi d’un enfouissement

immédiat

Probabilité d’émission
apres épandage
d’effluents ayant fait

Probabilité d’émission
apres épandage d’effluents
ayant fait I’objet de

Probabilité d’émission
apres épandage de
produits de

Probabilité d’émission
apres épandage
d’effluents ayant fait

Probabilité d’émission
aprés épandage
d’effluents ayant fait

Probabilité d’émission
apres épandage de
produits de méthanisation

I'objet de stockage compostage méthanisation I'objet de stockage I'objet de compostage
i Aturé _ 8 [6-7] [6-8] [4-6] - Extrémem([zi-tesf]aible apeu
Herbe sur pied (paturee) Elevée Peu élevée a assez élevée Peu élevée a élevée Trés faible & peu élevée dlevée
o - [2-3] [2-3]
Enrubanné / ensilage d’herbe N [2-4] _ o (23 _ Minime & extrémement Minime & extrémement ) R .
(Bonne qualité) Minime & trés faible Minime a extrémement faible faible faible Quasi-nulle @ minime
Enrubanné / ensilage d’herbe [7-8] [5-6] [5-7] ExtrémemeL?t,-;]ible 3 assez ) [2-6]
(Mauvaise qualité) Assez élevé a élevée Faible a peu élevé Faible a assez élevée levée Minime a peu élevée
2-3] [2-3]
_ [2-4] [2-3] (28] o (23] ) [1-2]
Foin Minime & trés faible Minime & extrémement faible Minime af;)l;tlreemement Minime i;ﬁﬁr{gemement Quasi-nulle & minime
Mais grain, ensilage mais, [1-7] [1-7] [1-7] - [1-3] ol [1-3] ol (1-3]
végetaux cultivés Quasi-nulle 2 assez élevée | Quasi-nulle a assez élevée | Quasi-nulle a assez élevée | QUaS-NU ef a elxtremement Quasi-nu ef a elxtremement Quasi-nu e% a elxtremement
(alimentation animale) aible aible aible
Contamination secondaire [2-3] [2-3] [2-3]
"un ali itic Minime & extrémement Lo e . Minime & extrémement (1-2] (1-2] (1-2]
d'un aliment / litiere faible Minime & extrémement faible faible Quasi-nulle & minime Quasi-nulle & minime Quasi-nulle & minime
contaminé par avifaune
Poussiéres et aérosols au [1-7] [1-6] [1-6] [1-7] [1-6] [1-6]

cours de I'épandage

Quasi-nulle a assez élevée

Quasi-nulle a peu élevée

Quasi-nulle a peu élevée

Quasi-nulle a assez élevée

Quasi-nulle a peu élevée

Quasi-nulle a peu élevée

Grandes cultures (céréales, [1-4] [1-4] [1-4] - (-3 ol [1-3] ol [1-3]
oléagineux, etc.) Quasi-nulle & trés faible Quasi-nulle & trés faible Quasi-nulle a trés faiple [ Quasiulle 8 extrmement | Quasi-nulle 2 extremement |- Quasi-nulle a extremement
(consommation humaine) aible aible aible

Légumes issus des cultures [1-4] [1-4] [1-4] [1-4] [1-4] [1-4]

maraichéres

Quasi-nulle a tres faible

Quasi-nulle a trés faible

Quasi-nulle a trés faible

Quasi-nulle a trés faible

Quasi-nulle a trés faible

Quasi-nulle a tres faible

Eaux stagnantes peu
profondes (étang , mare)

[6-8]
Peu élevée a élevée

Eaux courantes (riviere,
fleuve)

[1-6]
Quasi-nulle a peu élevé
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Tableau 10 : Probabilités d’émission du danger dans les diverses matrices suite a un épandage d’effluents de bovins

Matrice

Epandage en surface (sans enfouissement)

Epandage par injection ou épandage en surface suivi d’un enfouissement

immédiat

Probabilité d’émission
apres épandage
d’effluents ayant fait

Probabilité d’émission
apres épandage
d’effluents ayant fait

Probabilité d’émission
aprés épandage de
produits de

Probabilité d’émission
apres épandage d’effluents
ayant fait I'objet de

Probabilité d’émission
aprés épandage
d’effluents ayant fait

Probabilité d’émission
apres épandage de
produits de méthanisation

de I'épandage

Quasi-nulle a faible

Quasi-nulle a tres faible

Quasi-nulle a faible

Quasi-nulle a faible

I'objet de stockage I'objet de compostage méthanisation stockage I'objet de compostage
i Aturé ExtrémemeLS;-lza]ible a assez [2-6] [2-7] [2-6] - [1-5]
Herbe sur pied (paturee) Slevie Minime & peu élevée Minime & assez élevée Minime & peu élevée Quasi-nulle a faible
Enrubanné / ensilage d’herbe . . C2r [1-2] ) 1
(Bonne qualité) Quasi-nulle @ minime Quasi-nulle & minime Quasi-nulle & minime Quasi-nulle & minime Quasi--nulle
] . , [3-7] 2.6

Enrubanné / ensilage d’herbe Extrémement faible a assez (8 e o [ | o - _[28]
(Mauvaise qualité) Slevée Minime a peu élevée Minime & assez élevée Minime & peu élevée Minime & faible

, [1-2] 1 [1-2] [1-2] i 1
Foin Quasi-nulle & minime Quasi-nulle Quasi-nulle a minime Quasi-nulle & minime Quasi--nulle
Mais grain, (IensilageI mais, [1-6] [1-6] [1-7] [1-2] 1 [1-2]
végétaux cultivés (alimentation i- 3 slevé i 3 Alevé i- 5 slevé - : S in
an?male) ( Quasi-nulle a peu élevée Quasi-nulle a peu élevée | Quasi-nulle a assez élevée Quasi-nulle & minime Quasi--nulle Quasi-nulle & minime
Contamination secondaire d’un [1-2] [1-2] [1-2] 1 1 1
Zt?:unr:é liiére contaminée par Quasi-nulle & minime Quasi-nulle & minime Quasi-nulle & minime Quasi--nulle Quasi--nulle Quasi--nulle
Poussiéres et aérosols au cours [1-5] [1-4] [1-5] [1-5] [1-4] [1-5]

Quasi-nulle a trés faible

Quasi-nulle a faible

[1-3]

[1-3]

Grandes cultures (céréales, Quasi-nulle 3 R Quasi-nulle N [1-4] 1 1 1
oléagineux, etc.) (consommation uasi-nulle & extrémement | Quasi-nulle & extrémement - AT _
humaing) taible faible Quasi-nulle a tres faible Quasi--nulle Quasi--nulle Quasi--nulle

. . [1-3] [1-3] . . .
Légumes issus des cultures Quasi-nulle & extrémement | Quasi-nulle a extrémement . I[Il fl]t as faibl [1-2] ! " [1-2]
maraichéres faible faible Quasi-nulle a trés faible Quasi-nulle & minime Quasi-nulle Quasi-nulle & minime

Eaux stagnantes peu profondes
(étang, mare, etc.)

[3-7]

Extrémement faible a assez élevée

Eaux courantes (riviere, fleuve,
etc.)

[1-6]

Quasi-nulle a peu élevé
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Tableau 11: Argumentaire et incertitudes pris en compte dans I'’estimation des probabilités secondaires

Matrice

Argumentaire pris en compte dans I’estimation des probabilités

Niveau d’incertitude

Herbe sur pied (paturée)

L’herbe peut étre contaminée lors d’épisodes pluvieux par des éclaboussures.
Le ringage de I'herbe par la pluie peut réduire la charge en C. botulinum.

Délai de trois a cing semaines habituellement conseillé avant la mise en pature des animaux (délai de 21 jours obligatoire
avec composts et digestats). Ce délai est de 60 jours dans le cas des digestats dont les matieéres premiéres sont
constituées de déjections de volailles (Arrété du 22 octobre 2020)7°.

L’enfouissement des effluents entraine une réduction du risque (effet de dilution des effluents dans le sol).

Faible

Linternalisation de C. botulinum dans la plante a
partir du sol semble trés peu probable.

Aucun cas de botulisme n'a été signalé suite a
I'épandage d’un digestat.

Enrubanné / ensilage d’herbe
(Mauvaise qualité)

L’ensilage ou I'enrubannage est bien réalisé (bonnes pratiques, respect de pH<5) avec moins de terre et une absence de
cadavres de micromammiféres.

Les spores peuvent étre présentes mais ne germent pas.

Enrubanné / ensilage d’herbe
(Mauvaise qualité)

L’ensilage ou I'enrubannage est défectueux avec une mauvaise conservation, un pH>5 (Anses 2020b), une présence de
terre et de cadavres de micromammiféres.

La présence d'un cadavre peut créer des conditions favorables a la re-croissance de C. botulinum et a la production de
toxine (Ortiz et Smith 1994; Espelund et Klaveness 2014).

Faible

Trés peu d’études permettant de relier 'épandage
d’effluents contaminés par C. botulinum et le
risque de contamination de I'ensilage réalisé par
fauchage de I'herbe issu du sol amendé.

L’aération et I'action du soleil contribueraient a réduire I'’émission dans ce produit par élimination de la toxine et des formes

I'épandage

Foin végétatives. Elevé
Les spores peuvent persister.
L’épandage se fait généralement lors de la préparation du sol et avant les semis.
Selon les pratiques et les besoins nutritifs de la plante, I'épandage peut se faire directement sur des cultures déja en
Mais grain, ensilage mais, végétaux place (juste aprés le semis) mais a priori uniguement avec des effluents liquides. Moyen
cultivés (alimentation animale) Risque de contamination des feuilles des plantes par éclaboussures de terre lors de l'irrigation et ou des pluies.
Risque de contamination des graines au moment de la récolte par des spores initialement présentes dans le sol.
Le risque de contamination des sites autour du lieu d’épandage par les oiseaux est élevé (augmentation de portage en
Contamination secondaire d’'un aliment | présence d’une population importante d’avifaune) (Notermans et al. 1981). Elevé
/ litire, contaminé par avifaune Risque d’excrétion (a partir de leur tube digestif) sur un site éloigné.
Les effluents de volailles sont plus pulvérulents (taux élevé de matieres séches) que les effluents bovins.
Les bactéries présentes dans le fumier de volaille sont aérosolisées plus facilement que les bactéries du sol ou celles
retrouvées dans les poussiéres (Thiel et al. 2020).
Poussiéres et aérosols au cours de En fonction des conditions atmosphériques, les particules de fumier peuvent étre transportées sur des centaines de Faible

kilomeétres (Thiel et al. 2020).
L’épandage en surface sur sol nu d’effluents de volailles doit étre suivi d’enfouissement dans un délai maximal de 12 h.

Le compost d’effluents de volailles est considéré comme étant moins pulvérulent que les effluents ayant fait I'objet de
stockage car il subit une phase d’humidification.

70 Arrété du 22 octobre 2020 approuvant un cahier des charges pour la mise sur le marché et I'utilisation de digestats de méthanisation d’intrants agricoles et/ou agro-alimentaires en tant que matiéres

fertilisantes.
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Grandes cultures (céréales,
oléagineux...) (consommation
humaine)

L’épandage se fait généralement lors de la préparation du sol et avant les semis.

Selon les pratiques et les besoins nutritifs de la plante, 'épandage peut se faire directement sur des cultures déja en
place (juste apres le semis) mais a priori uniguement avec des effluents liquides.

Risque de contamination des feuilles des plantes par éclaboussures de terre lors de l'irrigation et ou des pluies.
Risque de contamination des graines au moment de la récolte par des spores initialement présentes dans le sol.

Elevé

Légumes issus des cultures
maraicheres

L’épandage d’effluents se fait toujours avant le semis.

Les matiéres habituellement épandues sont des produits de compostage.

L’épandage est systématiquement suivi d’'un enfouissement et les récoltes ont lieu généralement entre trois semaines et
trois mois aprés le semis.

Risque de contamination lié aux projections, éclaboussures de terre contaminée sur les cultures ou a un lavage
insuffisant.

Elevé

Eaux stagnantes peu profondes (étang,
mare, etc.)

Une faible dilution des eaux résiduaires, estimée a 2 log environ par les experts.

Possibilité de survie et de maintien (voire multiplication et production de toxine) de C. botulinum, si les conditions
environnementales sont favorables, en particulier dans les milieux riches en matiéres organiques (notamment a I'interface
eau-sédiments.ou dans les premiers cm des sédiments).

Elevé

Peu de connaissances sur la résistance et la
croissance de C. botulinum dans une mare

Eaux courantes (riviere, fleuve, etc.)

La dilution des eaux résiduaires pourrait étre d’un facteur 2 a 6 log selon la pluviométrie (estimée par les experts).

Elevé
Pas d’études sur la possible contamination d’une
nappe phréatique par C. botulinum
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5.5 Probabilité d’exposition au danger

La probabilité d’exposition au danger correspond a la probabilité d’ingestion par
I'organisme de la matrice contaminée.

Pour C. botulinum du groupe lll, il n’existe aucune donnée précise sur les doses de toxine et
la quantité de formes végétatives et/ou spores qui, aprés ingestion, causeront le
développement de la maladie (intoxination) chez les espéces animales et I'étre humain. Les
experts se sont donc limités a évaluer la probabilité d'ingestion d’'une matrice (végétal, eau ou
poussieres) véhiculant le danger, sans définir si le niveau de contamination sera suffisant pour
permettre le développement de la maladie. Aussi, les experts n'ont pas pris en compte la
sensibilité des espéces animales et de I'étre humain aux différents types toxiniques.

Le fait de considérer dans I'hypothése de travail qu’'une matrice peut étre ingérée par
l'organisme implique d’attribuer le score maximal (9 sur une échelle allant de 0 a 9) a la
probabilité d’exposition, cela sans tenir compte de la quantité ingérée.

Les experts ont choisi d’estimer les probabilités d’exposition au danger pour : (i) des bovins
en stabulation sans accés aux paturages, ii) des bovins avec accés aux paturages, iii) des
volailles en batiments et iv) des volailles avec parcours extérieur. Pour I'étre humain, les
probabilités d’exposition ont été estimées pour : (i) les personnes réalisant 'épandage et les
riverains exposés aux poussiéres de I'épandage et (ii) les consommateurs de produits
végétaux crus produits sur des parcelles ou ont été épandus des produits fertilisants
contaminés.

5.6 Probabilité de contamination

Le croisement des probabilités d’émission et d’exposition, en utilisant la grille de
croisement présentée dans la méthode qualitative d’estimation du risque en santé
animale, a permis d’estimer la probabilité de survenue de I’événement indésirable,
limitée ici ala probabilité de contamination des animaux et de I’étre humain, et non ala
probabilité de survenue du botulisme.

Comme cela a déja été souligné, cette probabilité refléte exclusivement le risque de
contamination par ingestion et non pas le risque de développement de la maladie.

Selon le tableau de croisement des probabilités présenté en Annexe 4, le fait d’attribuer une
probabilité d’exposition égale a 9 (trés élevée) implique pour la probabilité de survenue de
I'événement indésirable un score égal a celui de la probabilité d’émission.

L’estimation des probabilités de contamination chez les animaux et I'étre humain est présentée
dans I’Annexe 5 (Tableaux | & VI).

5.7 Reésultats et discussion

Les résultats présentés ci-aprés sont fondés sur les probabilités détaillées et présentées en
Annexe 5 du rapport : les probabilités de contamination suite a I'épandage des effluents de
volailles contaminés, aprés stockage, aprés compostage et aprés méthanisation sont
présentées dans les Tableaux I, 1l et Ill, respectivement. Les probabilités de contamination
suite a 'épandage des effluents de bovins contaminés, apres stockage, aprés compostage et
apres méthanisation sont présentées dans les Tableaux 1V, V et VI, respectivement.
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5.7.1 Appréciation du risque en santé animale

5.7.1.1 Probabilité de contamination des bovins

La probabilité de contamination des bovins a été estimée pour deux scénarios : (i) pour des
bovins en stabulation sans accés aux paturages et (ii) pour des bovins avec acces aux
paturages.

5.7.1.1.1 Bovins en stabulation

L’utilisation d’ensilage ou d’enrubannage de mauvaise qualité est le risque principal de
contamination des bovins en stabulation lorsque leurs aliments sont produits sur des
parcelles amendées avec des fertilisants organiques contaminés, en particulier
d’origine avicole.

> Probabilité de contamination liée a la distribution d’ensilage d’herbe ou de fourrage
enrubanné issus d’une prairie fertilisée avec des effluents contaminés

La distribution aux bovins de fourrage enrubanné ou d’ensilage préparés a partir de végétaux
récoltés sur une prairie fertilisée avec des effluents contaminés est une cause fréquemment
citée de botulisme bovin (Popoff 1989; Driehuis et al. 2018).

La probabilité de contamination des bovins est fonction de la qualité de I'enrubanné ou de
I'ensilage. Ces aspects sont bien décrits pour I'ensilage (Anses 2020b), dont la contamination
est favorisée par la présence de terre (fauchage trop ras) ou la présence de cadavres
d’oiseaux ou de petits mammiféres piégés et tués durant la récolte (lapins, rongeurs, chats,
etc.). Le risque est augmenté dans le cas d'un ensilage dont le pH est supérieur a 4,5 et en
présence d’'un taux d’humidité élevé. Ces conditions favorisent en effet la germination des
spores, la multiplication bactérienne et la production de toxine. Dans de telles circonstances,
la probabilité de contamination des bovins ingérant les parties contaminées peut étre élevée
et est estimée a [7-8] pour des fumiers ou lisiers de volailles, [5-6] pour des composts et [5-7]
pour des digestats épandus en surface. Le risque de contamination est réduit en cas
d’épandage par injection de lisiers de volailles [3-7] et digestats issus d’intrants contenant des
effluents d’élevages avicoles contaminés [2-6].

La probabilité de contamination des bovins est réduite avec des ensilages d’herbe et fourrages
enrubannés de bonne qualité. Cette probabilité est estimée respectivement a [2-4], [2-3] et [2-
3], pour des fumiers ou lisiers de volailles, composts et digestats épandus en surface, et a [2-
3] et [1-2] respectivement, en cas d’épandage par injection des lisiers de volailles et des
digestats.

Dans le cas ou les fertilisants contaminés sont d’origine bovine, les probabilités de
contamination sont plus faibles, variant de [2-5] (digestat injecté dans le sol) a [3-7] (fumier ou
lisier épandus en surface) si 'enrubanné ou I'ensilage sont de mauvaise qualité, et réduits a
[1-2] si 'enrubanné ou I'ensilage sont de bonne qualité.

Certaines études montrent en outre que la probabilité de contamination peut étre réduite
si la récolte de I’herbe est suffisamment décalée par rapport a I’épandage, ce que
rapportent Smart et al. (1987) qui n’observent aucun cas de botulisme chez des bovins nourris
avec un ensilage d’herbe récoltée trois mois apres épandage de litieres de volailles trés
contaminées.
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Il est a noter que la distribution de fourrage vert récolté sur les prairies contaminées n’élimine
pas le risque de contamination des bovins, notamment si I'herbe récoltée est souillée par de
la terre (voir paragraphe 5.7.1.1.2).

> Probabilité de contamination liée a la distribution a des bovins de foin issu d’'une prairie
fertilisée avec des effluents contaminés

L’herbe correctement séchée n’est pas propice a la germination des spores de C. botulinum
issues des opérations d’épandage de produits fertilisants contaminés sur la prairie. Les cas
de botulisme chez des bovins alimentés avec du foin sont le plus souvent consécutifs a la
présence d’'un cadavre de petit animal (Joubert et al. 1969; Popoff 1989; Galey et al. 2000;
Braun et al. 2005). La fermentation accidentelle d’'un foin trop humide, si des spores sont
présentes sur les végétaux ou lorsqu’ils ont été souillés avec de la terre, peut étre néanmoins
favorable a la germination des spores et la production de toxine.

En dehors de ces circonstances, la probabilité de contamination du fait de la distribution aux
bovins d’un foin de bonne qualité est estimée, lorsque le foin est issu de végétaux produits sur
une prairie fertilisée avec des produits d’origine aviaire de [1-2] pour du digestat injecté dans
le sol a [2- 4] pour du fumier épandu en surface. Suite a un épandage de produits fertilisants
contaminés d’origine bovine, la probabilité de contamination est estimée a [1-2].

> Probabilité de contamination liée a la distribution des productions végétales issues
d’une parcelle fertilisée avec des effluents contaminés

Les apports végétaux pour les bovins, issus de prairies naturelles, sont complétés (ou
remplaceés) par diverses productions végétales en grande majorité produites sur I'exploitation
(mais, sorgho, luzerne, betteraves fourragéres) auxquelles s’ajoute une part de compléments
céréaliers et protéiques (tourteaux de soja, colza) du commerce ou produits en partie par
I'éleveur.

La fertilisation des parcelles dévolues a ces productions végétales répond aux besoins propres
de chaque catégorie de plante cultivée (épandage lors de la préparation du sol avant les semis,
épandage aux phases clés de la croissance des plants de blé ou de mais) et aux contraintes
réglementaires (épandage interdit sur légumineuses, sauf la luzerne). La diversité des
pratiques conditionne la contamination des parties des plantes distribuées aux bovins ou
utilisées pour la préparation de concentrés, notamment lorsque les produits récoltés sont
souillés par la terre ou des poussiéres.

La bonne qualité de I'ensilage de mais (pH, teneur en eau, etc.), qui peut constituer une part
notable de l'alimentation des bovins en hiver, est importante pour prévenir le risque de
germination des spores et la production de toxine. Les conditions de stockage des végétaux
sont également essentielles (aération suffisante des betteraves fourrageres, fréquemment
souillées par de la terre, par exemple).

La probabilité de contamination des bovins liée a la distribution des productions végétales
issues d’une parcelle fertilisée avec des effluents contaminés se situe dans une fourchette
large, estimée en fonction des végétaux inclus dans la ration des bovins. Cette probabilité est
estimée a [1-3] apres épandage des fertilisants enfouis ou injectés dans le sol s’ils sont
d’origine aviaire et a [1-2] s’ils sont d’origine bovine. En cas d’épandage sans enfouissement,
la fourchette est plus large et estimée a [1-7] aprés épandage des fertilisants d’origine aviaire
et a [1-6] aprés épandage des fertilisants d’origine bovine.
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Les probabilités les plus faibles sont atteintes en privilégiant des épandages avec
enfouissement pendant le travail du sol et avant les semis ou lI'implantation des
cultures.

> Probabilité de contamination liée a I'exposition aux poussiéres ou aérosols émis durant
I'épandage de produits fertilisants contaminés

Les bovins en stabulation semi-ouverte peuvent étre exposés accidentellement aux
poussieres ou aérosols émis durant 'épandage des fertilisants organiques sur une parcelle,
une prairie ou un champ cultivé situé a proximité.

Le risque d’exposition évoqué correspond a 'inhalation de formes végétatives et/ou sporulées
véhiculées par ces poussieres ou aérosols et celui du Iéchage des surfaces (ou consommation
d’aliments) sur lesquelles se sont déposés ces poussiéres ou aérosols. A la suite de leur
inhalation, les particules peuvent étre dégluties et transiter dans le tube digestif qui constitue
le point de départ d’'une toxi-infection. Les probabilités les plus élevées sont atteintes en
cas d’épandage de fertilisants d’origine aviaire sans enfouissement immédiat.

La probabilité de contamination des bovins se situe cependant dans une fourchette importante,
en fonction de la distance qui les sépare du lieu d’épandage. Cette probabilité est estimée a
[1-6] pour les composts et digestats et a [1-7] pour les fumiers, d’origine aviaire. Elle est
estimée a [1-4] pour les composts et [1-5] pour les fumiers et digestats, d’origine bovine.

La probabilité de contamination peut étre réduite en privilégiant les épandages avec
enfouissement immédiat par temps calme et en informant les exploitants voisins sous
le vent afin qu’ils évitent d’exposer leurs bovins le jour de I’épandage.

5.7.1.1.2 Bovins avec accés au paturage

Lerisque principal est ’épandage de fumier de volailles sur prairie paturée ainsi qu’une
contamination de I’environnement de la prairie en particulier les zones d’abreuvements
naturels suite aux ruissellements aprés épandage d’effluents contaminés.

Aux risques de contamination évoqués pour les bovins en stabulation, s’ajoutent pour les
bovins ayant accés au paturage ceux en lien avec leur mise a I'herbe et leur accés aux eaux
de surface potentiellement contaminées apres épandage des effluents.

Le risque découle de I'ingestion par les bovins d’herbe contaminée, de terre (quantité ingérée
évaluée en moyenne a 2 % de la MS ingérée) (Afssa 2009a) ou de fragments de cadavres de
volailles ou d’oiseaux sauvages suite a I'épandage d’'un fumier en contenant.

Le pire scénario est celui d’'une prairie sur laquelle a été épandue en surface de la litiere ou
du fumier de volailles contenant des cadavres. Des fragments de cadavre peuvent étre ingérés
avec les litieres dont les bovins sont tres friands. Cette situation a été rapportée par Smart et
al. (1987), qui en analysant deux cadavres ou parties de cadavres de volailles en
décomposition, y ont détecté respectivement 250 et 25 000 MLD de toxine C par gramme de
tissus. Ces concentrations permettent (pour une dose toxique estimée a 40 MLD/kg per os) le
développement du botulisme chez des bovins de 600 kg ingérant 1 a 96 gramme de tissus de
volaille (Smart et al. 1987).

Au-dela de ce premier scénario, I'épandage en surface de fumier de volailles, notamment
lorsqu’il est contaminé par des C. botulinum de type mosaique D/C ou D auxquels les bovins
sont les plus sensibles, reste la pratique la plus a risque au regard d’'une probabilité de
contamination estimée a [8]. La probabilité de contamination a été évaluée dans une fourchette
de [6-7] pour le compost de litieres de volailles et [6-8] pour un digestat (cas ou l'intrant de
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méthanisation contient une part importante de litieres de volailles contaminées).
L’enfouissement des effluents entraine une réduction du risque (effet de dilution des effluents
dans le sol), la probabilité de contamination descend a [4-6] pour les lisiers de canards ou de
poules et & [3-6] pour les digestats.

Le risque de contamination aprés épandage de produits d’origine bovine est réduit par rapport
aux précédents, avec une probabilité estimée dans des fourchettes de [2-6] (compost), [2-7]
(digestats) et a [3-7] (fumier), sans enfouissement, et de [1-5] (digestat) a [2-6] (lisier), aprés
enfouissement.

Le risque peut étre réduit par des mesures de gestion adaptées. L’enfouissement doit
étre privilégié lorsqu’il est possible (cas avec des effluents liquides). Le risque élevé
associé aux épandages en surface de produits d’origine aviaire, justifie (méme a l'issue
d’un stockage prolongé) de les proscrire, d’autant que des volailles peuvent étre
porteuses asymptomatiques pour certains types toxiniques (cas chez les poulets avec
les types mosaique D/C ou D auxquels les bovins apparaissent tres sensibles). En cas
d’épandage, il est envisageable de suspendre la mise a I’herbe des bovins durant une
période compatible avec une réduction du taux de contamination de la partie aérienne
des plantes consommeées par les animaux et une réduction de la contamination du sol
en surface (infiltration des spores dans le sol). Cette durée est difficile a définir, de 'ordre
de plusieurs mois (six mois dans I'étude de Smart et al. (1987) précédemment évoquée). Il
faut aussi évoquer le risque de voir s’instaurer un cycle « sol-aliment-bovin» comme
mentionné par Notermans et al. (1981) a la suite d’'un épisode de botulisme de type B.

Lerisque de développement de cas de botulisme dans le troupeau peut enfin étre réduit
par la vaccination des bovins (rappelons qu’elle est généralement mise en ceuvre sur
tous les bovins du troupeau sitbét le diagnostic de botulisme confirmé).

Pour les bovins au paturage, la question se pose de leur accés a des étangs, mares ou fossés,
dont les eaux, déja souillées par la terre et les déjections, peuvent étre contaminées par
ruissellement a la suite de I'épandage d’effluents contenant C. botulinum. La probabilité de
contamination des bovins s’éleve a [3-7] aprés épandage des fertilisants d’origine bovine et a
[6-8] aprés épandage des fertilisants d’origine aviaire.

La probabilité de contamination des bovins est plus faible [1-6] en cas de ruissellement dans
un cours d’eau (dilution trés importante), aprés épandage des fertilisants d’origine aviaire ou
bovine.

Le respect de la réglementation (quantités épandues et périodes d'épandage des
effluents d'élevage adaptées de maniére a prévenir le ruissellement en dehors des
parcelles d'épandage, respect des distances, par exemple en maintenant une zone
enherbée d’au moins dix métres sans intrants le long d’un cours d’eau) permet de
réduire le risque. En cas de risque important, interdire ’accés (clétures) des animaux
aux points d’eau contaminés est la solution a privilégier.

5.7.1.2 Probabilité de contamination des volailles

Les modalités de contamination des volailles sont liées a leur mode d’élevage, avec ou sans
parcours extérieur. Rappelons que l'accés a un parcours extérieur se développe et est
obligatoire pour les élevages de volailles « Label Rouge », « Agriculture Biologiques » ou plus
largement « plein air ».
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5.7.1.2.1 Volailles en batiment

Le risque le plus élevé est lié a I’épandage de produits résiduaires organiques, sans
enfouissement, sur des cultures destinées a la production d’aliments pour les volailles
dans le cas ou une mauvaise conservation des végétaux contaminés est favorable a la
germination des spores de C. botulinum.

> Probabilité de contamination liée a la distribution des aliments issus d’une parcelle
fertilisée avec des effluents contaminés

Les associations céréales-protéagineux-oléagineux constituent la base de I'alimentation des
volailles. L'apport de fibres est souvent représenté par de la luzerne déshydratée. Les céréales
(notamment blé, triticale et mais) constituent la fraction la plus importante dans les aliments
des volailles, dont elles peuvent représenter jusqu’a 75 voire 80 %. Une partie peut étre
produite dans I'élevage, notamment en élevage biologique ou I'équivalent de 20 % du tonnage
annuel d’aliment consommé par les animaux doit étre produit sur la ferme. Le reste est acquis
aupres d’autres producteurs ou auprés de distributeurs.

Comme pour les bovins, la diversité des pratiques de fertilisation en fonction des types de
végétaux conditionne la probabilité de I'émission du danger des parties des plantes utilisées
pour la préparation des aliments des volailles, notamment lorsque les produits récoltés sont
souillés par de la terre ou des poussieres.

La probabilité de contamination qui en résulte se situe dans une fourchette large, estimée, en
fonction de la probabilité d’émission par les végétaux inclus dans la ration, de [1] pour une
fertilisation avec enfouissement, par un compost d’origine bovine, jusqu’a [6] pour une
fertilisation sans enfouissement pour des fumiers ou lisiers de bovins et [7] pour des fumiers,
fientes et lisiers de volailles™, sans enfouissement. Les probabilités les plus faibles sont
attribuables a des productions de grains ou d’oléagineux (colza par exemple) non souillés par
de la terre ou des poussiéres. Comme avec les bovins, les probabilités les plus faibles sont
atteintes en privilégiant des épandages pendant le travail du sol ou avant les semis ou
limplantation des cultures, avec enfouissement immeédiat.

La contamination par des spores de C. botulinum d’'un des composants de la ration
entraine celle de I’'aliment distribué aux volailles. Un degré d’humidité trop élevé et une
aération trop faible durant le stockage peuvent favoriser la germination des spores
contaminant les végétaux ou apportées par les poussiéres et les fientes d’oiseaux
sauvages lorsque les cuves et silos de stockage a la ferme sont insuffisamment
protégés.

5.7.1.2.2 Volailles avec parcours extérieur

Le risque principal est lié au transport par voie aérienne des particules produites lors
d’épandages, sans enfouissement, des effluents contaminés sur des parcelles a
proximité.

> Probabilité de contamination liée a I’épandage des effluents contaminés sur un
parcours extérieur

1 A noter que I'épandage en surface d’un fumier et d’un lisier ou des fientes séches de volailles n’ayant pas été
stocké au moins 42 jours et 60 jours, respectivement est interdit. Par dérogation, ils peuvent néanmoins étre
appliqués dans les sols avec enfouissement a une profondeur de 10 a 15 cm, empéchant les oiseaux et autres
animaux d’y avoir acces.
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L’aménagement des parcours de volailles, tout en tenant compte des espéces élevées, doit
de plus en plus répondre a des exigences environnementales et sociétales. Il s’agit, dans
I'idéal, d’offrir aux volailles un parcours herbeux ou cultivé et arboré, dont le couvert végétal
doit permettre de limiter la présence de sol nu tout en constituant un apport nutritionnel
(implantation de graminées, de légumineuses comme le tréfle blanc et autres espéces
végétales). L'aménagement et la gestion des parcours sont en outre encadrés par I'arrété du
29/09/2021 précisant les mesures de biosécurité applicables dans les établissements détenant
des volailles.

L’épandage n’est habituellement pas conseillé sur les parcours, déja fertilisés par les fientes
des volailles tout au long de la période d’élevage, et le stockage d’effluents de volailles y est
interdit. En cas de besoin, lors de la mise en place d’un nouveau parcours ou lorsqu’il est
nécessaire de reconstituer le couvert végétal durant le vide sanitaire entre deux bandes, il est
conseillé de n’épandre que des effluents « assainis », en privilégiant un épandage avec
enfouissement, ce qui est possible vis-a-vis de certains agents pathogénes (salmonelles) mais
pas vis-a-vis de C. botulinum.

La probabilité de contamination est augmentée chez les volailles par leurs « activités
d’exploration, de grattage et de picorage » qui les conduisent a ingérer quotidiennement, en
sus des végétaux, insectes, lombrics, etc., jusqu’a 10 a 30 grammes de terre (Travel et al.
2012; Brachet 2015). Enfin, la sensibilité des volailles varie selon I'espéece en fonction du type
toxinique, et la circulation de certains types dans I'effectif peut étre silencieuse (par exemple
le type mosaique D/C pour les poulets de chair), avec le risque d’une expression clinique chez
les bovins dans un élevage mixte ou des bovins sont mis en pature sur les parcours
(valorisation de la production végétale) durant le vide sanitaire recommandé entre deux
bandes.

La probabilité de contamination des volailles sur un parcours traité avec des fertilisants
organiques issus d’'élevages avicoles atteints de botulisme et épandus en surface, sans
enfouissement, est estimée de [6-7] avec du compost a [8] avec du fumier. En cas
d’enfouissement, elle varie de [3-6] avec du digestat a [4-6] avec du fumier. La probabilité de
contamination a la suite d’'un épandage de fertilisants organiques issus d’élevages bovins est
évaluée de [2-6] a [3-7], respectivement pour des composts et des fumiers ou lisiers épandus
en surface sans enfouissement, et de [1-5] a [2-6] respectivement, pour des digestats et des

fumiers ou lisiers avec enfouissement.

> Probabilité de contamination liée a [l'exposition aux poussieres et aérosols lors
d’épandage de produits fertilisants contaminés

Les volailles en extérieur peuvent étre exposées accidentellement aux poussieres et aux
aérosols émis durant I'épandage de fertilisants organiques contaminés sur une parcelle
(prairie ou champ cultivé) située a proximité. Ainsi, le botulisme peut étre introduit lors du dép6t
sur le parcours de poussiéres ou aérosols contaminés transportés par le vent, ou par des
fientes d’oiseaux sauvages contaminés.

La probabilité de contamination des volailles dépend fortement de I'abondance des poussiéres
ou aérosols contaminés et de leur charge en spores et cellules végétatives de C. botulinum.
Elle a été estimée avec une fourchette large [1-7] selon l'origine et la catégorie du fertilisant
épandu.
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5.7.1.3 Probabilité de contamination d’autres espéces animales

L’analyse de risque a été limitée au r6le des oiseaux sauvages fréquentant les zones
d’épandage, susceptibles de contaminer, par leurs fientes et éventuellement leur
cadavre, les aliments et litiéres non protégées destinées aux animaux d’élevage. Eu
égard aux mesures de biosécurité applicables en ce domaine, ce risque est considéré
au plus comme extrémement faible.

Le risque lié aux fuites éventuelles d’effluents agricoles contaminés vers les écosystémes
aguatiques naturels (entrainant un risque de contamination de la faune sauvage les
fréquentant) n’a pas été étudié ici. Il est en principe limité par le respect de la réglementation
ICPE relative au stockage des effluents et aux épandages.

Seules ont été abordées, en tant que source possible de contamination des espéces animales
(petits carnivores, rongeurs et surtout les oiseaux sauvages) les fréquentant, les
conséquences du stockage des fumiers au champ et surtout des épandages des fertilisants
organiques issus d’élevages atteints de botulisme.

Peu d’études confortent la réalit¢é d’'un lien épidémiologique entre les épandages et la
contamination de ces espéces. Dans le cas de I'avifaune sauvage, on peut citer néanmoins
I'étude de Notermans et al. (1981), lesquels ont détecté C. botulinum dans les fientes d’oiseaux
fréquentant des prairies contaminées a la suite d’'un épisode de botulisme bovin de type B.

Les espéces animales contaminées (rongeurs et avifaune) peuvent intervenir par leur cadavre,
éventuellement ramassé avec le fourrage destiné a la production d’enrubanné, d’ensilage ou
de foin. Les oiseaux peuvent aussi intervenir en contaminant, par leurs fientes, des aliments
et litieres non protégés ou des parcours.

La probabilité de contamination de bovins ou de volailles dont les aliments ont été
secondairement souillés par I'avifaune sauvage est estimée a [2-3] aprés épandage en surface
de fumiers, fientes ou lisier issus d’'un foyer de botulisme aviaire et a [1-2] aprés épandage en
surface de fumiers ou lisier issus d’un foyer de botulisme bovin.

Différentes mesures de maitrise sont susceptibles de réduire ce risque. A la suite d’un
épandage, la probabilité de contamination des oiseaux sauvages (et des autres espéces
potentiellement exposées) peut étre réduite en injectant ou en enfouissant les
fertilisants contaminés a une profondeur suffisante (au moins 10-15 cm) afin
d’empécher les oiseaux et autres animaux d’y avoir accés. La prévention passe aussi
par la protection des silos et stocks d’aliments contre I'intrusion des espéces sauvages,
notamment les oiseaux.

5.7.2 Appréciation du risque en santé humaine

Il existe plusieurs formes de botulisme selon le mode de contamination et d’exposition a la
toxine. Les cas de botulisme humain résultent en grande majorité de l'ingestion de toxine
préformée dans les aliments (botulisme alimentaire). Le botulisme par toxi-infection
consécutive a I'ingestion de spores peut étre observé (i) chez les nourrissons de moins de 12
mois (botulisme infantile) et (ii) chez des adultes (botulisme infectieux de I'adulte) présentant
un déseéquilibre du microbiote (par exemple a la suite d’'une chirurgie digestive, d’une
dépression immunitaire ou d’'une antibiothérapie prolongée). Un botulisme d’inoculation
résultant d’'une contamination de plaies par des spores est également décrit (Anses 2021a).
Le botulisme par inhalation de toxines est trés rare. Les seuls cas décrits résultent de
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contaminations accidentelles en laboratoire ou de [utilisation intra-nasale de cocaine
contaminée. La nécessité que des toxines soient présentes en grande quantité au niveau des
muqueuses nasales rend trés improbable un botulisme par inhalation. Les conditions
d’anaérobiose nécessaires a la germination des spores et a la production de toxine ne sont
pas présentes au niveau des voies respiratoires supérieures et inférieures. A la suite
d’'inhalation de spores, il peut y avoir remontée mucociliaire de spores qui peuvent étre ensuite
dégluties. Seuls le botulisme infantile et le botulisme infectieux de I'adulte pourraient étre
causés par ce mécanisme (Anses 2021b, 2022).

Les cas de botulisme humain liés aux types C, D, mosaiques C/D, D/C sont rarissimes
comparativement a ceux de types A, B, E et F. L’analyse critique des publications sur les cas
humains réalisée par le GT «groupe socle botulisme » a permis d’identifier au niveau
international, entre 1950 et 2006, un foyer suspecté de botulisme D et deux foyers confirmés
de botulisme C (cing cas) (Anses 2021a). La faible sensibilité de I'étre humain a ces toxines
(faible absorption intestinale) est I'hypothése privilégiée par le GT.

Seront abordés dans ce chapitre, les probabilités de contamination des humains exposés aux
poussieres ou aérosols émis lors des épandages de fertilisants organiques d’origine avicole
ou bovine issus d’élevages atteints de botulisme ainsi que les probabilités de contamination
alimentaire consécutive a I'ingestion de végétaux produits sur les parcelles correspondantes.
Le risque final est discuté en fin de chapitre.

> Probabilité de contamination des humains exposés a des poussiéres ou aérosols lors
d’épandage de produits fertilisants contaminés

Le risque est lié a I'inhalation des poussiéres et des aérosols contaminés avec une
possibilité d’ingestion des particules, mais ce risque reste trés limité en raison de la
voie de contamination et de la faible sensibilité de I’étre humain aux C. botulinum de
types C, D et mosaique C/D.

Les humains exposés aux poussieres ou aérosols émis durant 'épandage des fertilisants
organigues sont les exploitants réalisant des épandages (exposition professionnelle) et les
riverains (exposition accidentelle).

L’exposition évoquée est celle de I'inhalation de formes végétatives et/ou sporulées véhiculées
par ces poussiéres ou aérosols dont la taille conditionne le degré de pénétration dans les voies
respiratoires. Les experts du GT considérent que la présence de BoNT dans les poussiéres
ou les aérosols est peu probable. Le risque retenu est celui consécutif a l'inhalation de
particules trop volumineuses pour pénétrer dans l'arbre respiratoire, mais qui une fois
dégluties transitent dans le tube digestif, avec comme principale conséquence théorique une
toxi-infection botulique (botulisme infantile ou botulisme infectieux de I'adulte).

La probabilité de contamination telle qu’estimée se situe dans une large fourchette qui refléete
la variabilité de I'émission liée a la prise en compte de nombreux facteurs a savoir : la catégorie
d’effluent, la charge en agents pathogénes, le taux d’humidité et I'état de pulvérulence, les
modalités d’épandage (avec ou sans enfouissement), le type de matériel d’épandage utilisé et
la force du vent au moment de I'épandage. Dans le cas de fertilisants d’origine bovine, elle
varie de [1-4] pour les composts a [1-5] pour les fumiers, les lisiers et les digestats. Dans le
cas de fertilisants d’origine aviaire, qui sont plus favorables a I'’émission de poussiéres ou
aérosols et dont la charge en C. botulinum est plus forte, cette probabilité varie de [1-6] pour
les digestats et les composts a [1-7] pour les fumiers et fientes séches. Les probabiltés les
plus élevées correspondent a des épandages de produits pulvérulents déposés en surface par
temps venteux.
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Le fait de privilégier certains équipements comme les cabines de tracteurs, les rampes
munies d'injecteurs ou de sabots, larampe d'épandage équipée de tapis caoutchoutés
pour plaquer le produit au sol et les jupes en toile pour les épandeurs a disque,
contribue a réduire ces probabilités. Rappelons en outre que dans le cas d’'un épandage
sur sol nu, I'exploitant doit procéder a un enfouissement 12 a 24 heures aprés épandage
suivant les produits, sauf pour le compost. Mais dans tous les cas, un épandage par
injection ou avec enfouissement immédiat est a privilégier.

S’agissant des professionnels au moment de [I'épandage, la probabilité de
contamination peut étre abaissée en réduisant I’exposition par le port de masques anti-
poussiéres des le début du travail.

S’agissant des riverains, il faut tenir compte de la reglementation existante imposant
des distances minimales a respecter par rapport aux tiers, c’est-a-dire, aux habitations
principales ou secondaires, aux locaux recevant habituellement des tiers, aux zones de loisirs
et aux campings (RSD, réglementation ICPE). Ces distances varient de 10 m minimum pour
les composts a 100 m pour les effluents liquides épandus avec un matériel a palette ou a buse
(cf. Tableau 2). Les distances d’épandage dans le cas des fumiers et fientes de volailles sont
de 50 m minimum avec obligation d’enfouissement dans les 12 heures. Dans certains travaux
sur les risques d’exposition a C. botulinum, ces distances sont néanmoins jugées insuffisantes
(Kabelitz et al. 2020; Kabelitz et al. 2021) (cf. paragraphe 3.4.4.3). Les distances et
conditions précédemment proposées pour réduire le risque de contamination des
animaux d’élevage s’appliquent donc ici.

> Probabilité de contamination des consommateurs de produits crus issus des parcelles
ou ont été épandus des produits fertilisants contaminés

Le risque lié a I'épandage des produits fertilisants contaminés sur des cultures
légumiéres est essentiellement celui d’'un botulisme alimentaire consécutif a la
consommation de conserves de produits végétaux en cas de défaut de maitrise de la
stérilisation (par exemple dans le cas de conserves de production familiale ou
artisanale).

Le recours a des fertilisants organiques issus d’élevages contaminés sur des sols voués a des
cultures légumiéres ou céréaliéres destinées a I'alimentation humaine, souléve la question du
risque alimentaire consécutif au transfert de formes sporulées et/ou végétatives de C.
botulinum sur les parties consommables des végétaux produits. Comme précédemment
indiqué, la possibilité d’une internalisation n’étant pas retenue dans le cas de C. botulinum, la
probabilité d’émission prend essentiellement en compte la contamination de surface des
parties aériennes des légumes feuilles ou Iégumes fruits ou des parties en contact avec la
terre (tubercules, racines, bulbes).

En tenant compte des pratiques de fertilisation (réalisée généralement lors de la préparation
du sol et avant les semis et privilégiant un épandage par injection ou avec enfouissement
immédiat) et des modalités de transformation qui réduisent la probabilité d’émission des
produits issus des grandes cultures (cultures céréalieres, oléagineux, betteraves sucriéeres,
etc.), la probabilité de contamination apparait comme nulle (0 sur une échelle de 0 a 9).

Dans le cas des cultures Iégumiéeres, et notamment maraichéres, les conditions de fertilisation
(enfouissement, apport des fertilisants avant semis, pas d’apport sur légumes feuilles ou
légumes fruits dans les semaines précédant la récolte) et les modalités de préparation des
produits avant consommation (lavages), font que la probabilité de contamination est évaluée
a [1-4] pour des fertilisants d’origine aviaire. Pour les fertilisants d’origine bovine, cette
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probabilité varie de [1] pour le compost aprés enfouissement a [1-4] pour les produits de
méthanisation sans enfouissement.

Le risque final évoqué ici pour les cultures légumiéres est surtout celui d’'un botulisme
alimentaire consécutif a la consommation de produits végétaux frais, notamment lorsqu’ils sont
consommés crus. Leur conservation (réfrigération notamment) n’est pas propice a la
germination des spores éventuellement présentes et a la production de toxines incriminées
dans cette forme de botulisme (ingestion de toxines préformées). La germination des spores,
la croissance des bactéries et la production de toxines peut en revanche survenir en cas de
de non-respect des barémes de stérilisation, de fermentations lactiques insuffisamment acides
(au niveau du pH final et de la vitesse d’acidification) ou lorsque les végétaux sont inclus dans
des préparations insuffisamment chauffées et/ou non réfrigérées.

Pour conclure, qu’il s’agisse de personnes exposées a des poussiéres ou aérosols ou des
consommateurs exposés a des préparations culinaires contenant des végétaux, le risque de
botulisme de type C, D, mosaiques C/D ou D/C doit étre relativisé du fait de la faible sensibilité
de I'étre humain a ces neurotoxines.

5.7.3 Incertitudes

L’évaluation qualitative de risque lié a I'épandage des effluents issus d’'un foyer de botulisme
bovin/aviaire est conduite sur la base des données bibliographiques disponibles et sur I'avis
des experts du GT. Il convient d’attirer I'attention du demandeur sur les incertitudes liées a
cette évaluation.

Ainsi, I'appréciation de la probabilité d’émission est caractérisée par une incertitude qualifiée
de « Faible » & « Elevée » en fonction du type d’effluents et des matrices. Les incertitudes sont
liees notamment au manque de données quantitatives sur le degré de contamination des
effluents (litiere, fumier, lisier, eaux résiduaires) par C. botulinum et sa persistance dans les
différentes matrices concernées (végétaux, poussieres et aérosols, eaux de surface). Par
ailleurs, la diversité des procédés de méthanisation et des produits issus de cette filiere, rend
complexe I'estimation de la probabilité d’émission (cf. Tableaux 7, 8 et 11).

De plus, 'appréciation de la probabilité d’exposition est limitée par le manque de données sur
les doses infectantes et la forme de contamination (spores, cellules végétatives, toxine) vis-a-
vis des bovins, des volailles ou de 'étre humain.

Il est donc difficile de relier 'épandage d’effluents contaminés par C. botulinum et 'émergence
des foyers de botulisme.

Version finale page 113 /155 Mai 2022



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0113 »

6 Réponses aux questions de la saisine

6.1 Question 1 : actualisation des données sur les méthodes et les
procédés d'inactivation des formes végétatives et sporulées de
C. botulinum, ainsi que sur la résistance et la persistance des
spores dans les sols.

Dans cette partie sont résumés les données sur les méthodes et les procédés d'inactivation
des formes végétatives et sporulées de C. botulinum et I'appréciation de leur efficacité.
L’actualisation des données sur la résistance et la persistance de C. botulinum de type C, D
et mosaiques C/D et D/C dans différentes matrices, notamment les effluents des élevages
contaminés et les sols agricoles, est présentée dans la partie 3 du rapport.

Compte tenu (i) des méthodes analytiques disponibles, (ii) de I'absence de données
quantitatives sur les niveaux de concentrations en formes végétatives ou sporulées de C.
botulinum de type C, D et mosaiques C/D et D/C ou en toxine botulique dans les matrices
étudiées; (iii) et 'absence de données sur la dose infectieuse pour induire le botulisme chez
I'étre humain et les espéces animales sensibles, le GT a retenu comme assainissant tout
traitement de décontamination ayant la capacité de réduire & un niveau non détectable la
présence de C. botulinum et de leurs toxines, sur les supports ou dans les matrices
considérées. L’élimination des spores est, a cet égard, I'objectif nécessitant les traitements les
plus drastiques.

Trois groupes de situations ont été analysés par le GT : i) la décontamination des supports
inertes représentés par les structures et les matériels d’élevage, ii) la décontamination des
produits organiques, notamment des effluents d’élevage (litieres, fumiers, lisiers, eaux
résiduaires) et des aliments contaminés, iii) la décontamination dans certains environnements
comme les parcours, prairies naturelles et surfaces cultivées.

» Décontamination des supports inertes représentés par les structures et les matériels
d’élevage

Les procédures de décontamination des locaux d’élevage, de leurs équipements et du matériel
(notamment lorsqu’il a été utilisé pour le transport et la manutention d’effluents contaminés)
ne different pas fondamentalement des opérations de nettoyage-désinfection habituellement
mises en ceuvre dans la gestion des foyers infectieux en élevage. Elles doivent cependant étre
adaptées aux caractéristiques de C. botulinum, notamment a la résistance des spores
botuliques et a leur capacité a persister dans de multiples sites, y compris les plus difficilement
accessibles (par exemple les circuits de ventilation en élevage avicole). Pour une efficacité
optimale, elles impliquent le choix d’'un désinfectant dont 'activité sporicide est validée dans
le contexte d’'une utilisation en élevage, la réalisation de deux opérations de désinfection
successives apres nettoyage, et des contrbles d’efficacité montrant la disparition de la bactérie
dans les locaux et sur le matériel. Plusieurs biocides (aldéhydes, dérivés halogénés, produits
oxydants et bases) sont reconnus comme ayant une activité sporicide. Les substances actives
citées n’'ont toutefois pas toutes été validées selon les normes en vigueur pour cette activité
(cas de la chaux), et actuellement aucun produit disposant d'une AMM pérenne ou dont le
dossier d’AMM est en cours d’évaluation ne revendique une activité sporicide dans le domaine
vétérinaire (TP3). A cet égard, le GT souligne que des incertitudes fortes demeurent quant a
la disponibilité de produits sporicides utilisables pour la désinfection dans les élevages atteints
de botulisme.
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» Décontamination des effluents d’élevage

La décontamination des effluents des élevages atteints de botulisme est, en revanche, plus
problématique. Le GT a précédemment indiqué qu'un stockage prolongé des effluents
contaminés (études réalisées sur du fumier de volailles) ne permettait pas d’envisager un
assainissement naturel vis-a-vis de C. botulinum.

Il est difficile, par ailleurs, en raison des grands volumes a traiter et de leur charge trés élevée
en matiéres organiques (qui réduit ou neutralise 'activité biocide de la plupart des produits
désinfectants) d’envisager leur traitement par un agent chimique. Le seul actuellement
préconisable, du fait de sa biodégradabilité et de la possibilité de I'épandre sur certains terrains
agricoles, est la chaux (chaux vive ou chaux éteinte). Les données d'efficacité de la chaux
appliquée a la décontamination des effluents contaminés seront présentées plus loin dans la
réponse a la 2°m question du demandeur.

Le GT a également analysé les données disponibles sur une éventuelle efficacité du
compostage vis-a-vis de C. botulinum. Le compostage est un processus biologique de
décomposition et de transformation « contrélé » en milieu aérobie (obtenu par aération ou
ventilation forcée) des matiéres organiques biodégradables permettant d’obtenir un produit
organigue stabilisé, le compost. Le compostage est reconnu pour présenter, en outre, un effet
hygiénisant vis-a-vis de certains agents pathogenes, dd principalement a I'élévation thermique
au-dessus de 55°C (jusqu’a 71-72°C, voire 80°C) qui résulte de 'action des micro-organismes
aérobies thermophiles sélectionnés durant ce processus. Le compostage classiquement
réalisé pour la valorisation du fumier dans les exploitations d’élevage, correspond en général
au compostage au champ aprés mise en andains. Il est admis (réglement ICPE) qu'une
hygiénisation « correcte » du compost implique une aération suffisante, obtenue par deux
retournements successifs au minimum ou par aération forcée avec contréle de la température
des andains qui doit étre supérieure a 55 °C pendant quinze jours ou a 50 °C pendant six
semaines. Il n’existe, a la connaissance du GT, aucune donnée relative a I'évolution de ce
micro-organisme au cours du processus de compostage, sinon des données ponctuelles
indiqguant la détection de spores dans certains composts. Par ailleurs, des recherches
montrant la persistance d’autres bactéries sporulées (telles que Clostridioides difficile)
suggerent fortement que le processus de compostage ne permet pas d’éliminer les spores
botuliques.

Les digestats de méthanisation agricole constituent une source de matiére organique
disponible pour la fertilisation en agriculture. lls sont produits a la suite de la conversion en
biogaz de divers substrats organiques, dont une part importante est constituée d’effluents
d’élevages (fumiers, lisiers). La production de biogaz résulte d’un processus de digestion
anaérobie, au cours duquel la matiére organique est dégradée par des micro-organismes en
milieu anaérobie dans des digesteurs thermorégulés. Les installations peuvent traiter les
effluents de plusieurs élevages, ce qui aboutit a une dilution des effluents éventuellement
contaminés. Il existe une diversité importante des systemes de conversion en biogaz (voie
seche ou humide, en conditions psychrophile, mésophile ou thermophile), mais ils fonctionnent
majoritairement en France en conditions mésophiles (entre 34 et 42°C). Hors intervention
possible d’autres facteurs biotiques (compétitions bactériennes) ou abiotiques (pH) dont les
effets sur C. botulinum ne sont pas caractérisés, les conditions anaérobies et de température
(du moins en conditions mésophiles) dans les digesteurs ne semblent pas défavorables a la
persistance de la bactérie et de ses toxines. Les quelques études disponibles comparant la
présence de C. botulinum dans les intrants et en sortie dans les digestats n’'ont pas montré un
effet assainissant vis-a-vis de cette bactérie et notamment de ses spores.
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» Décontamination dans l'environnement

Les possibilités de traitement des abords enherbés des batiments d’élevage et des parcours
en plein air pour les volailles sont quasiment limitées a I'application de chaux vive avant de
retourner la terre par labourage, mais aucune étude n’a été conduite jusqu’ici pour en valider
son efficacité sur les spores botuliques dont leur devenir aprés enfouissement dans la terre.

Dans le cas des prairies et des terrains cultivés, aucun procédé ne permet d’éliminer les spores
introduites en surface ou dans la terre a la suite de I'épandage d’un effluent contaminé. Le
risque de botulisme doit alors étre analysé en fonction des végétaux produits (végétaux
consommés ou non), des espéces amenées a les consommer (humains ou animaux) et des
modalités de consommation. Le GT préconise de privilégier les procédés de conservation ou
de transformation limitant le risque de développement de la bactérie et de production de toxine.
Si I'épandage est nécessaire, le GT préconise de le limiter a des parcelles vouées a des
productions a faible risque et d'imposer ou privilégier un épandage par injection ou avec
enfouissement rapide en amont des semis et plantations.

6.2 Question 2: le traitement du fumier et de la litiere usagée a la
chaux permet-il d’assainir suffisamment les matiéres précitées
en contact des animaux potentiellement contaminés ?

La chaux vive (oxyde de calcium) et la chaux éteinte (hydroxyde de calcium) agissent en
augmentant I'alcalinité du milieu traité avec la possibilité d’atteindre un pH supérieur a 12. La
chaux vive se transforme en chaux éteinte au contact de I'eau en provoquant une réaction
exothermique se manifestant par une élévation de température de 45 jusqu’a 100°C. L’action
synergique obtenue (pH > 12 et température élevée) contribue a renforcer I'action sporicide.

La chaux est largement préconisée en élevage pour le traitement des litiéres, des sols des
batiments d’élevage en terre battue, ainsi que des fumiers, voire lisiers, eaux résiduaires.

Mais si son activité sporicide est reconnue dans la littérature, cette activité n’est pas
revendiquée par les producteurs de chaux dans les dossiers d’AMM pérennes. En outre, il
n’existe que trés peu de données publiées sur I'efficacité de la chaux vis-a-vis des spores de
C. botulinum lorsqu’elle est utilisée sur le terrain.

S’agissant du fumier et des litieres usagées, la méthode la plus utilisée en pratique sur le
terrain dans le cadre de la gestion du botulisme consiste a obtenir une combustion progressive
du fumier et de la litiere usagée par mélange par strates avec de la chaux vive selon la
méthode du « mille-feuilles » (Balloy et al, 2009). Il s’agit d’'un procédé délicat & mettre en
ceuvre par les risques d’incendie qu’il génere. Ce traitement contribue a réduire le volume de
I'effluent contaminé et la quantité de cellules de C. botulinum présentes. En revanche les
contréles réalisés par le LNR montrent que l'utilisation de la chaux vive s’avere insuffisante
pour éliminer totalement C. botulinum dont le géene codant la toxine botulique est encore
détectable dans les résidus de fumier qui n’ont pas été incinérés (Souillard et al. 2020).
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6.3 Question 3: la conversion des lisiers en biogaz avec
pasteurisation (70°C/1h) ou en compostage (70°C/1h) permet-
elle une destruction des spores et de la toxine ?

Conformément au réglement n°1069/2009/CE, des exigences minimales s’appliquent pour la
conversion des lisiers en compost ou en biogaz. Elles correspondent a I'étape dite de
« pasteurisation/hygiénisation », définie dans le réglement n°142/2011/CE, qui doit précéder
la digestion anaérobie, dans le cas d'une usine de production de biogaz, et qui intervient au
cours du processus de compostage dans le cas d'une usine de compostage. A cet égard, ces
établissements doivent garantir le maintien d’'une température minimale de 70°C de toutes les
matieres pendant au moins 60 minutes. Les composts et digestats soumis a ces parameétres
de conversion sont des produits dérivés transformés.

Le GT rappelle que le compostage et la digestion anaérobie ne permettent pas d’inactiver les
spores de C. botulinum. Il convient donc ici d’évaluer lapport dune étape de
« pasteurisation/hygiénisation » sur le devenir de C. botulinum au cours de ces opérations.

S’agissant du compostage, le respect du couple température / temps prévu, c’est-a-dire une
température minimale de 70°C de toutes les matiéres avec durée minimale de 60 minutes,
implique qu'il soit effectué dans des établissements disposant d’'un équipement spécifique de
suivi en continu et d’enregistrement des températures, et idéalement dans un réacteur de
compostage. Le respect du couple température / temps prévu apparait plus favorable a
I'élimination de la toxine préformée et des formes végétatives de C. botulinum présentes dans
la litiere ou le fumier compostés qu’'a celle des spores. Ainsi, les quelques études et
observations de terrain suggérent que le respect du couple prévu température/temps ne
permet pas de garantir une inactivation totale des spores éventuellement présentes ni un
abattement significatif de leur nombre.

S’agissant de la méthanisation, la mise en ceuvre du prétraitement des intrants par chauffage
a 70°C durant 1 heure implique de disposer d’un équipement de pasteurisation en amont du
digesteur anaérobie, ce qui est rarement le cas dans les installations traitant les effluents
d’élevage. S’appuyant sur les estimations des temps de réduction décimale (D) en milieu
aqueux de C. botulinum du groupe |l effectuées a partir de données publiées par Segner et
Schmidt (1971), le GT a conclu que I'étape de pasteurisation proposée ne permettait pas
I'inactivation des formes sporulées éventuellement présentes (D7oc > 12h), ce qui va dans le
sens des observations conduites sur d’autres bactéries sporulées. Cette étape permet, en
revanche, l'inactivation des formes végétatives. Le GT s’interroge néanmoins sur l'effet du
choc thermique sur l'activation des spores et la possibilité, a démontrer toutefois, d’'une
éventuelle germination suivie dune multiplication des formes végétatives lors du
refroidissement précédant I'entrée de I'effluent dans le digesteur.
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6.4 Question 4 : quelsrisques en santé publique et en santé animale
lors d’épandage de fertilisants organiques contaminés ?

Dans I’hypothése de matiére non assainie,

e «L’épandage des eaux résiduaires voire lisiers (ou fumier, litiere usagée)
présente-t-il un risque au regard de la santé des animaux notamment un
risque inter-especes ? Des recommandations notamment sur les distances
avec les élevages et I’épandage par injection suffisent-elles ? »

e «Les opérations d’épandage présentent-elles un risque au regard de la
santé humaine ? »

e « Lors de I'’épandage du fumier a proximité ou sur des sols destinés a des
cultures et/ou matieres premieres végétales, quel est le risque pour la
consommation humaine ou animale de ces végétaux ? »

Pour répondre a ces questions, le GT a adopté une méthode qualitative d’estimation du risque
en santé animale décrite par 'Afssa en 2008. Cette méthode comporte plusieurs phases
définies sur la base d’'un schéma événementiel (Figure 3) identifiant les diverses étapes du
cheminement du danger, représenté par les C. botulinum du groupe 1l et leurs toxines, depuis
les effluents d’élevage issus d’un élevage bovin ou aviaire atteint de botulisme jusqu’aux cibles
potentiels, animaux ou humains. En conjuguant des apports de la littérature scientifique
(lorsqu’ils existaient) et les acquis de leur expérience, les experts ont collectivement procédé,
pour chaque situation envisagée, a une estimation des probabilités qualitatives de I'émission
du danger et d’exposition au danger. Les probabilités sont notées dans une échelle de [0] a
[9], correspondant aux qualificatifs « nul » a « trés élevé » (Tableau 5).

Avant de répondre aux questions posées, le GT rappelle, en termes d’émission, I'importance
des fumiers, fientes ou lisiers (bruts ou aprés stockage prolongé sans traitement) issus des
foyers de botulisme aviaire (probabilité d’émission évaluée a [9]). lls induisent, en particulier
en cas d’épandage sans enfouissement, les risques les plus élevés, notamment en santé
animale. La teneur plus faible en eau des fumiers d’origine aviaire est en outre plus propice a
I'émission de poussiéeres que les fumiers d’origine bovine lorsqu’ils sont stockés en tas sans
étre bachés ou épandus. La probabilité d’émission des fumiers ou lisiers issus des foyers de
botulisme bovins est moins importante ; elle est évaluée a [4-8]. Les eaux résiduaires,
notamment celles qui sont récupérées lors des opérations de nettoyage-désinfection sont
caractérisées par une charge bactérienne plus faible en raison de la dilution par apport d’eau
pour le lavage. La probabilité d’émission des eaux résiduaires est évaluée a [6-8] en foyer de
botulisme aviaire, et a [2-6] en foyer bovin. Ces eaux, souvent mélangées avec d’autres
effluents tels que les purins et lisiers, sont généralement épandues en méme temps sans
différenciation. Elles peuvent étre aussi collectées dans une installation de stockage
temporaire et épandues seules, sans que cela change d’une fagon significative la probabilité
d’émission. La probabilité d’émission des composts et digestats issus de la transformation des
effluents avicoles ou bovins est aussi considérée légérement inférieure a celle des fumiers et
lisiers, par effet de dilution de la charge bactérienne lorsqu’ils sont mélangés avec des déchets
végétaux ou d’autres effluents non contaminés. La probabilité d’émission peut étre considérée
comme similaire pour ces deux types de produits.
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« L’épandage des eaux résiduaires voire lisiers (ou fumier, litiere usagée)
présente-t-il un risque au regard de la santé des animaux notamment un risque
inter-especes ? Des recommandations notamment sur les distances avec les
élevages et I'’épandage par injection suffisent-ils ? »

L’épandage des effluents (y compris les eaux résiduaires contaminées) issus d’un foyer de
botulisme aviaire ou bovin de type C, D, mosaiques C/D ou D/C, ainsi que des composts ou
des digestats qui en dérivent, peut présenter un risque au regard de la santé des espéces
animales sensibles. Différents paramétres agissent néanmoins sur ce risque, notamment la
charge microbienne, plus élevée dans les fertilisants d’origine aviaire, et le type toxinique. En
effet, certaines volailles, comme les poulets, sont peu ou pas sensibles aux types mosaique
D/C et D alors que les bovins y sont trés sensibles.

» Risque de contamination d’un élevage de bovins

Le risque le plus important concerne les élevages bovins exposés a des contaminations
induites par I'épandage de fertilisants organiques d’origine aviaire. Le GT rappelle la situation
assez fréquente ou I'apparition de cas de botulisme dans un élevage bovin permet de révéler
la circulation de C. botulinum de type mosaique D/C, en I'absence d’atteinte clinique, dans un
élevage avicole. Le risque apparatit plus faible en cas d’exposition des bovins consécutive a
'épandage d’effluents contaminés issus de foyers de botulisme bovin et, dailleurs, cette
situation semble rarement observée sur le terrain.

Bien qu’elle soit amenée a décroitre au cours du temps, la probabilité de contamination la plus
forte [8] est celle résultant de la mise a I'herbe de bovins sur une pature fertilisée avec de la
litietre ou du fumier de volaille, y compris dans le respect des mesures de biosécurité
applicables dans les élevages de volailles, c’est-a-dire en respectant le délai de stockage de
42 jours avant épandage, d’autant que les bovins peuvent étre attirés par les effluents de
volailles. Cette probabilité est moins importante [3-7] avec le fumier de bovin. La probabilité
de contamination est en outre réduite si 'épandage d’un fertilisant organique liquide a été
effectué par injection directe dans le sol, par un systeme a disques ou a socs.

En deuxiéme rang, et malgré un éventail assez large des probabilités de contamination [1-7],
on notera I'importance que peut revétir I'exposition des bovins a des poussiéres ou aérosols
émis a l'occasion des épandages sans enfouissement immédiat, des fertilisants d’origine
aviaire. La probabilité de contamination peut s’élever a [7] avec les produits les plus
pulvérulents lorsque les poussiéres ou aérosols poussés par le vent peuvent atteindre les sites
ou sont stationnés les bovins (aire d’exercice ouverte d’'une stabulation ou paturage). Le risque
de contamination est en revanche évalué comme plus faible lors d’épandage de fertilisants
d’origine bovine [1-5].

Se situent en troisiéme rang les fourrages enrubannés, ensilages d’herbe ou foins secs issus
de végétaux récoltés sur des prairies permanentes ou temporaires fertilisées dans les
conditions précédemment évoquées a propos des patures. Dans ce cas, la probabilité de
contamination des bovins auxquels ils sont distribués est réduite & des valeurs comprises entre
[1] et [4]. Cela suppose toutefois, en particulier pour 'enrubanné et I'ensilage d’herbe, des
précautions a la récolte (absence de cadavres de petits animaux, éviter d’incorporer de la
terre, ne pas piéger d’eau dans le fourrage, etc.) et lors de leur réalisation (acidification rapide,
avec un pH final inférieur a 5). En cas d’enrubannage ou d’ensilage mal conduits, la probabilité
de contamination des bovins nourris avec ces produits peut étre importante, jusqu’a [8].

Enfin, les probabilités de contamination de bovins ayant consommé des végétaux (cultures
fourragéres, céréales, graines oléagineuses et protéagineuses) cultivés sur des terres ou ont

Version finale page 119/155 Mai 2022



Anses e Rapport d’expertise collective Saisine « 2019-SA-0113 »

été épandus des fertilisants organiques contaminés par des C. botulinum du groupe lll, se
situent dans une fourchette assez large [1-7]. Les probabilités les plus basses concernent les
végétaux produits sur des terrains fertilisés par injection ou enfouissement avant implantation
des semis, récoltés sans terre et dépoussiérés, et conservés dans de bonnes conditions
(bonne aération, non exposeés a la pluie).

» Risque de contamination d’un élevage de volailles

Le risque de contamination le plus important touche les volailles en extérieur, notamment
lorsque le parcours est exposé aux poussiéres et aérosols émis lors d’un épandage a proximité
et sous le vent. Une fertilisation des parcours herbeux ne se justifie pas en présence des
volailles, mais peut étre réalisée, dans le cadre d’'une pratique culturale appropriée et dans le
respect des exigences réglementaires, lors de leur conception ou leur remise en état a chaque
rotation. Les probabilités de contamination se situent dans une fourchette assez large, pouvant
atteindre [7] en cas d’exposition a des poussiéres et aérosols émis lors de I'épandage de
fertilisants organiques issus de foyers de botulisme aviaire, voire [8] si le parcours a été fertilisé
avec ces mémes catégories de produits.

L’épandage des fertilisants organiques issus de foyers de botulisme aviaire ou bovin sur des
cultures destinées a I'alimentation animale (céréales, graines oléagineuses et protéagineuses,
luzerne, etc.) peut entrainer un risque de contamination des volailles (en claustration ou ayant
acces a un parcours extérieur).

Nonobstant, les différences liées a leur sensibilité respective aux types toxiniques, les risques
de contamination des volailles sont équivalents a ceux présentés pour les bovins.

> Risque inter-espéces

Les conséquences d’épandages d’effluents issus de foyers de botulisme, quelle que soit leur
nature (effluents frais, aprés stockage durant plusieurs mois dans les conditions
réglementaires, aprés compostage ou aprés méthanisation), soulévent la question de la
dispersion des C. botulinum de type C, D, mosaiques C/D ou D/C dans I'espace agricole et du
risque de contamination inter-espéces.

Le risque principal est celui de la contamination croisée entre les élevages bovins et aviaires,
et notamment dans les élevages mixtes bovins-aviaires. Dans les élevages mixtes, le respect
de mesures de biosécurité destinées a séparer les deux activités d’élevage est essentiel (par
exemple : pas de stockage de fumier de volaille en pature, pas de mise en pature des bovins
sur les parcours de volailles, etc.).

De plus, les éleveurs de volailles ne disposent pas toujours de terrains permettant 'épandage
de la totalité des fumiers, fientes séches ou lisiers qu’ils produisent, et doivent alors rechercher
des surfaces d’épandage extérieures a leur exploitation. Il est habituel de ne pas conseiller
I'épandage de fumiers, fientes séches ou lisiers de volailles sur des patures ou des prairies de
fauche destinés aux bovins, et cela doit étre proscrit si ces effluents sont reconnus contaminés
par des C. botulinum de type C, D, mosaiques C/D ou D/C. En outre, la conversion de ces
effluents par compostage ou digestion anaérobie, sans effet assainissant vis-a-vis des spores
de C. botulinum, ne diminue pas le risque encouru.

La question du risque lié a 'épandage de matiéres organiques issues de foyers bovins ne doit
pas étre sous-estimée, notamment lorsque I'éleveur, faute de surfaces cultivables suffisantes
n’a d’autre choix que d’épandre le fumier ou le lisier sur ses prairies. Le respect des bonnes
pratiques agricoles (relatives aux épandages, a la réalisation des ensilages, etc.) est
indispensable. En cas de risque avéré, la pratique de la vaccination des bovins avec des
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vaccins bivalents dirigés contre les toxines C et D est essentielle (Steinman et al. 2007; Kriger
et al. 2013; Moreira et al. 2018).

L’épandage avec des fertilisants organiques contaminés par des C. botulinum de type C, D,
mosaiques C/D ou D/C peut également permettre ou faciliter la contamination d’autres
especes, petits mammiféres ou oiseaux sauvages, dont les cadavres ou les déjections
peuvent étre une source de contamination pour les animaux d’élevages.

» Recommandations sur les distances avec les élevages et I'épandage

L’épandage de fertilisants organiques issus de foyers de botulisme est propice a la
propagation de poussiéres et aérosols, notamment lorsque le teneur de matiéres seches est
supérieur a 70 % (Kabelitz et al. 2021).

Outre les caractéristiques du fertilisant organique (Kabelitz et al. 2021), plusieurs paramétres
interviennent dans la dissémination des poussiéres dont le mode d’épandage, avec ou sans
incorporation dans le sol, la température, le taux d’humidité, les turbulences, la vitesse et la
direction du vent au cours de I'épandage (Thiel et al. 2020; Kabelitz et al. 2021). Il s’avere
donc trés difficile de définir une distance a faible risque entre le site d’épandage et la position
des espéces animales sensibles.

Les effluents de volailles sont particulierement incriminés dans la dispersion des spores et
formes végétatives de C. botulinum. Des cas de botulisme bovin sont décrits dans des
élevages situés a plusieurs centaines de meétres des lieux d’épandage (Hogg et al. 2008). Une
observation récente en France a montré le développement de la maladie chez des vaches
dans une stabulation ouverte située a une distance de 150 a 250 meétres d'une zone
d’épandage d’un fertilisant assez pulvérulent d’origine avicole. Le fertilisant, contenant C.
botulinum de type mosaique D/C a une concentration de I'ordre de 35 NPP par gramme a été
épandu dans des conditions de grand vent avec dép6t visible de poussiéres sur les surfaces
de la stabulation (Le Maréchal, communication personnelle, 2021).

Une distance supérieure a 400 m de la source d’émission des matiéres particulaires est
conseillée pour minimiser le risque pour la santé publique et de contamination de
I'environnement (Kabelitz et al. 2021).

L’incorporation immédiate du fertilisant dans le sol diminue (sans les supprimer) les émissions
de poussieres et aérosols et peut permettre de réduire d’un facteur de 10 a 100 la quantité de
micro-organismes émise (Thiel et al. 2020). Il est alors suggéré de privilégier certains
équipements pour ces épandages, comme par exemple l'utilisation de rampes munies
d'injecteurs ou de sabots, I'utilisation de rampe d'épandage équipée de tapis caoutchoutés
pour plaquer le produit au sol ou l'utilisation de jupes en toile pour les épandeurs a disque.

Le respect des bonnes pratiques d’épandage en tenant compte des conditions
météorologiques (épandages aux périodes de temps calme) est également essentiel pour
limiter le risque botulique.

« Les opérations d’épandage présentent-elles un risque au regard de la santé
humaine ? »

Les humains exposés aux C. botulinum de type C, D, mosaiques C/D ou D/C (et leur toxine)
présents dans les poussiéres et les aérosols émis durant I'épandage des fertilisants
organiques sont d’abord les exploitants réalisant des épandages (exposition professionnelle),
puis, en fonction des distances par rapport aux zones d’épandage et des conditions
météorologiques, les riverains (exposition accidentelle). La voie de contamination est
essentiellement liée aux possibilités d’'inhalation, avec une probabilité de contamination de [1-
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71, en fonction du type d’effluent. Le risque de contamination des opérateurs exposes
professionnellement est réduit par le port de vétements de protection adaptée, et
notamment de masques anti-poussieres. Le risque de contamination des riverains diminue
avec la distance par rapport au site d’épandage, dans les mémes conditions que celles
précédemment décrites pour les animaux d’élevage. A cet égard les distances minimales
entre sites d’épandage et résidence des riverains imposées par la réeglementation ICPE
notamment pour réduire les nuisances consécutives a I’émission des odeurs (au plus
100 m pour les effluents liquides épandus avec un matériel a palette ou a bus) sont
insuffisantes pour prévenir tout risque de contamination.

Toutefois le risque de contamination des humains par C. botulinum du groupe Il doit étre
relativisé en raison du mode d’exposition (exposition par inhalation et non par ingestion) et du
fait de la trés faible sensibilité des étres humains aux neurotoxines C, D, mosaiques C/D et
D/C. Ainsi, le risque de développement de la maladie reste trés limité.

« Lors de I’épandage du fumier a proximité ou sur des sols destinés a des
cultures et/ou matieres premieres veégétales, quel est le risque pour la
consommation humaine ou animale de ces végétaux ? »

La contamination des végétaux produits sur un sol ou ont été épandus des fertilisants
organigues ou contaminés par des poussiéres émises lors d’un épandage a proximité peut
résulter, soit du dépdt de C. botulinum en surface de la plante, soit de son internalisation dans
certaines parties de la plante. La possibilité d’'une internalisation, déja décrite avec certaines
bactéries pathogénes, et bien qu’envisagée pour des C. botulinum du groupe 11l (Zeiller et al.
2015), reste a démontrer dans les conditions de terrain. Ainsi, les experts du GT ont considéré
uniguement la probabilité de contamination en surface des parties consommeées du végétal.
C’est le cas des parties aériennes directement exposés au fertilisant en cas d’épandage sur
la culture ou des parties racinaires, dont la rhizosphére peut constituer un environnement
favorable a la persistance de certaines bactéries pathogénes. Leur contamination peut étre
aussi consécutive a la persistance de terre sur les bulbes et racines aprés déterrage ou, a la
suite d’un fauchage trop ras par exemple, sur les feuilles. Une contamination en surface des
végétaux par des poussiéres contenant 'agent pathogéne lors de la récolte peut étre aussi
incriminée.

Le risque pour la consommation animale de ces végétaux a été précédemment présenté. Il
est plus significatif, en élevage bovin, pour les fourrages produits sur des surfaces traitées
avec des fertilisants issus d’élevages avicoles.

Les probabilités de contamination des consommateurs humains ont été estimées de [0] pour
les produits issus de grandes cultures (cultures céréaliéres, oléagineux, betteraves sucrieres,
etc.) & [1-4] pour les productions maraichéres. Dans ce dernier cas, certaines conditions de
fertilisation réduisent le risque de contamination, a savoir : la préférence pour les composts,
I'apport des fertilisants plusieurs mois avant semis avec enfouissement et I’absence
d’apport sur légumes feuilles ou légumes fruits dans les semaines précédant la récolte,
ainsi que les modalités de préparation des produits (lavages). La probabilité de
contamination la plus élevée concerne les conserves de végétaux en cas de défaut de maitrise
du procédé (par exemple dans le cas de productions familiales ou artisanales). En effet, la
germination des spores, la croissance des bactéries et la production de toxines peuvent
survenir en cas de non-respect des barémes de stérilisation, de fermentations lactiques
insuffisamment acides ou lorsque des végétaux sont inclus dans des préparations
insuffisamment chauffées et/ou non réfrigérées. Malgré tout, comme précédemment indiqué,
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la faible sensibilité des humains aux toxines de type C, D, mosaiques C/D ou D/C rend le
risque de développement de la maladie trés limité.

Au vu de ces éléments, le GT considére néanmoins que la faible sensibilité des humains aux
C. botulinum du groupe Ill ne peut justifier 'épandage de fertilisants reconnus comme
contaminés par ces agents pathogénes sur des cultures légumiéres, méme si le risque de
contamination inhérent a de telles pratiques s’avere assez faible.
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7 Conclusions du groupe de travalil

En France, les foyers de botulisme identifiés ces 20 derniéres années dans les élevages
bovins (une dizaine de foyers détectés chaque année) et aviaires (une trentaine de foyers par
an) sont exclusivement causés par des C. botulinum du groupe lll, correspondant aux types
toxiniques C, D et mosaiques C/D et D/C. Un probléme important rencontré dans la gestion
de ces foyers concerne les possibilités de décontamination et de leur efficacité, en particulier
vis-a-vis des effluents (déjections et eaux résiduaires) d’élevage contaminés.

Le GT souligne que les conclusions rapportées ici s’appuient sur les données peu nombreuses
de la littérature scientifique, le résultat des investigations menées, notamment par le LNR (en
appui aux équipes intervenant sur le terrain, a la suite de la détection des foyers de botulisme)
et, pour I'évaluation des risques en rapport avec les épandages des effluents contaminés, sur
une méthode qualitative d’estimation du risque en santé animale (Afssa,2008). L’interprétation
des données est toutefois limitée par les difficultés, sources d’incertitudes, rencontrées pour
la recherche de ces bactéries et leurs toxines dans les matrices environnementales, avec en
plus, pour les C. botulinum du groupe Ill, y compris dans le cadre du diagnostic, 'absence de
norme et consensus méthodologique pour leur détection et leur caractérisation. S’y ajoutent
le fait que la plupart des données disponibles sont qualitatives et non quantitatives, ainsi que
la méconnaissance des quantités de C. botulinum du groupe Il et/ou de toxines devant étre
ingérées pour permettre le développement du botulisme, tant chez les animaux que chez les
humains.

Les opérations de nettoyage-désinfection des locaux et matériels contaminés, si elles
impliquent le choix d’'un désinfectant dont I'activité sporicide est validée dans le contexte d’'une
utilisation en élevage, la réalisation de deux opérations de désinfection successives et des
contréles d’efficacité montrant la disparition de la bactérie, pourraient étre assez bien
maitrisés. Le GT attire toutefois I'attention sur le fait qu’au moment de la rédaction du rapport,
il 'y a pas de produit disposant d'une AMM pérenne qui revendique une activité sporicide
dans le domaine vétérinaire (TP3), ce qui complique le choix des produits a utiliser pour la
désinfection dans les élevages atteints de botulisme.

Le GT souligne que la question de la décontamination des effluents d’élevage (élimination des
formes sporulées de C. botulinum) est encore plus problématique. En effet, les études
disponibles montrent que ni un stockage prolongé, ni le compostage, ni la méthanisation (y
compris lorsque les effluents sont soumis a I'étape d’hygiénisation/pasteurisation) ne
permettent d’obtenir un assainissement complet des effluents d’élevage issus d’un foyer de
botulisme animal.

Quant aux procédés chimiques, le seul pour lequel des données d’efficacité sont disponibles
est le traitement a la chaux par la méthode du « mille-feuilles », préconisé notamment pour le
fumier contaminé. Cette méthode permet de diminuer le volume de I'effluent traité par effet de
combustion, diminuant ainsi indirectement la quantité de C. botulinum sans toutefois I'éliminer
totalement. En cas d’épandage d’effluents contaminés pour la fertilisation des sols, il est donc
nécessaire d’en évaluer le risque en découlant pour les animaux et les humains exposés, soit
a la suite de l'ingestion de végétaux cultivés sur les zones d’épandage, soit aprés exposition
a des poussieres ou aérosols émis lors de ces épandages.

Il ressort d’'abord, sans sous-estimer I'impact éventuel des effluents contaminés d’origine
bovine, que les fumiers, fientes et lisiers issus des foyers de botulisme aviaire sont les effluents
les plus a risques, par leur charge plus élevée en C. botulinum, et pour les effluents solides,
par leur taux d’humidité plus faible et leur structure plus propice a I'émission de poussiéeres et
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aérosols. Il faut garder aussi a I'esprit que les bovins sont particulierement sensibles a certains
types toxiniques, comme le type mosaique D/C auxquels certaines volailles (Gallus gallus en
particulier) sont peu ou pas sensibles, et de ce fait peuvent étre révélateurs d’une circulation
inapparente de C. botulinum dans un élevage avicole. Dans ce double contexte, les bovins en
élevage mixte bovin-aviaire sont particulierement exposés. Ainsi, afin de limiter le risque de
contamination croisée, les experts soulignent 'importance d’un nettoyage et d’'une désinfection
systématiques des matériels utilisés dans le transport et la manipulation des effluents.

Les évaluations du GT indiquent une probabilité élevée de contamination des bovins mis a
I'herbe sur une pature fertilisée avec des produits organiques issus d’élevages avicoles
contaminés, et également des bovins exposés aux poussieres et aérosols émis lors
d’épandages sans enfouissement immédiat ou injection de ces produits dans le sol. De ce fait,
le risque de développement du botulisme chez ces animaux est important. Ce risque diminue
lorsque les bovins sont alimentés avec des fourrages récoltés et conservés dans de bonnes
conditions. En aviculture, les évaluations indiquent une probabilité élevée de contamination
des volailles sur parcours, qu’elle résulte d’un apport sur les sols de fertilisants organiques
contaminés ou d’'une exposition a des poussiéres et aérosols véhiculant la bactérie. La
probabilité de contamination liée a l'alimentation des animaux, bovins ou volailles par des
végétaux issus des grandes cultures est la plus faible, en particulier : (i) si les fertilisants ont
été épandus avec enfouissement avant réalisation des semis ou plantations, (i) si les végétaux
ont été récoltés en limitant 'apport de terre et (iii) en recherchant en particulier pour les
productions a la ferme, des conditions de stockage des produits végétaux propres a réduire
les risques de contamination secondaire (par I'avifaune notamment) et a limiter les possibilités
de germination des spores botuliques éventuellement présentes.

La probabilité de contamination des humains peut étre assez élevée pour des opérateurs et
riverains exposés aux poussiéres et aérosols émis durant les épandages (en particulier s'il
s’agit de fertilisants issus d’élevages avicoles contaminés). Par ailleurs, du fait des pratiques
culturales, la probabilité de contamination est trés faible pour les consommateurs de produits
maraichers crus cultivés sur des sols fertilisés avec des effluents d’animaux d’élevage
contaminés par C. botulinum.

Le risque de développement du botulisme humain demeure trés limité en raison de la faible
sensibilité de I'étre humain au Clostridium de type C, D et mosaique C/D et leurs toxines, et
de la faible possibilité de développement du botulisme par inhalation.

Toutefois, le GT considére que la faible sensibilité des humains aux C. botulinum du
groupe lll ne peut justifier I’épandage de fertilisants reconnus comme contaminés par
ces agents pathogénes sur des cultures légumiéres.
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8 Recommandations

En réponse aux questions de la saisine et en cas de foyer de botulisme, les experts du GT
rappellent 'importance de respecter les exigences de la réglementation environnementale, et
recommandent en patrticulier :

e de réaliser une décontamination renforcée des élevages foyers avec I'utilisation des
produits adaptés ;

e de ne pas considérer les épandages comme un moyen d’élimination acceptable des
effluents lorsque le risque lié & leur contamination par certains agents pathogenes ne peut
étre maitrisé. En effet, les épandages des effluents d’élevage doivent étre des actes
réfléchis tenant compte de leur valeur fertilisante, du niveau de fertilité des sols et des
besoins des cultures (qui difféerent selon les végétaux et leur stade de croissance) ;

e sila solution de I'épandage des effluents issus du foyer de botulisme est retenue :

o de choisir un matériel d’épandage adapté (pour réduire les émissions de
poussiéres et aérosol), et de privilégier l'injection dans le sol ou I'enfouissement
immédiat des effluents contaminés ;

o de respecter des distances suffisantes (au moins 400 métres pour les effluents
d’origine avicole) par rapport aux patures et parcours fréquentés par les animaux
d’élevage ou aux stabulations bovines ouvertes ainsi qu’aux habitations et zones
d’activité humaines ;

o de proscrire les épandages par vent fort ;

o de privilégier les épandages sur des grandes cultures et d’en exclure les prairies (y
compris si cela est possible les prairies de fauche) et les parcours ;

o de ne pas épandre de fertilisants reconnus comme contaminés par C. botulinum
sur des cultures I[égumiéres méme si le risque pour I'étre humain est trés limité ;
e d’encourager la vaccination des bovins dans les élevages mixtes et dans toute situation
ou ils sont exposés.

A ces recommandations s’ajoute la nécessité du port de masque anti-poussiéres pour les
opérateurs réalisant les épandages.

En complément de ces recommandations et avant de privilégier les solutions qui pourraient
étre disproportionnées et couteuses telles que l'incinération ou une transformation par
stérilisation sous pression prévues par le reglement n°1069/2009/CE, il convient :

e de pallier le manque de données en favorisant les recherches afin de préciser les
niveaux de contamination des différents types d’effluents issus d’élevages
contaminés par les C. botulinum du groupe lll et leurs toxines ;

e de mieux connaitre le devenir de ces bactéries dans les sols agricoles ala suite des
épandages (dans le sens des études actuellement menées dans le cadre du projet
BOTUSOL) ;

e de définir des concentrations bactériennes maximales admissibles au-dela
desquelles les épandages devraient étre exclus ;

e de mieux étudier les méthodes de décontamination de ces effluents.
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Date de validation du rapport d’expertise collective par le groupe de travail : le 20 avril
2022 et par le CES « Santé et bien-étre des animaux » (SABA) : le 10 mai 2022.
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Direction générale de I'alimentation
Mission des urgences sanitaires
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Le Directeur général de I'alimentation

a

Monsieur le Directeur Général de |'Agence

nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation,
251 rue de Vaugirard de I'environnement et du travail

75732 PARIS CEDEX 15

2 5 JUIN 2019

Paris,

Objet: Mise a jour des connaissances et évaluation des risques en appui sur la
décontamination et les mesures de gestion des sous-produits animaux lors de de cas de
botulisme bovin et aviaire.

Conformément aux dispositions de l'article L. 1313-1 et 1313-3 du Code de la santé publique
j'ai 'nonneur de solliciter I'avis de 'Agence frangaise de sécurité sanitaire des aliments sur
une demande d’actualisation de connaissances relatives a |'assainissement en élevage et au
risque lors de manipulation de sous-produits animaux potentiellement contaminés par le C.
botulinum dans la filiere bovine et aviaire.

Les cas de botulisme de type C, D ou mosaique C et D en élevages sont fréquents en France
avec, dans certains cas, des impacts non négligeables pour I'élevage infecté.

Actuellement en France, le botulisme est classé comme un danger sanitaire de premiére
catégorie pour toutes les espéces sensibles. Et, a ce jour, dans le diagnostic de botulisme
animal sont recherchés les types toxiniques suivants :

e Volaille: C, D, C/D, D/ICetE

e Bovin: C, D, C/D, D/C

En 2002, I'Afssa a publié une évaluation du risque sanitaire relative au risque de transmission
a'homme de C. botulinum & partir de la consommation de produits (lait, viande, ceufs) a I'état
frais et transformé, provenant d’'un lot d'animaux atteints de cette maladie, susceptibles de
contenir de la neurotoxine et/ ou des formes végétatives ou encore des spores de C.
botulinum d'animaux malades ou infectés dans les filiéres aviaire et bovine.

Postérieurement, dans sa réponse a la saisine 2008-SA-0334, I'Afssa s’est prononcée sur des
mesures techniques et administratives relatives a la lutte contre le botulisme aviaire en
distinguant notamment des mesures de gestion selon le type de toxine botulinique identifiee
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(C, D, E, A, ou B). Une évaluation du risque liée a la consommation de certains produits (ceufs,
viandes et intestins) issus d’animaux sains, c'est-a-dire en bonne santé, sans signe clinique
de maladie voire sans Iésion si abattu provenant d'un foyer confirmé de botulisme était
également faite.

Toutefois, les informations disponibles ne permettent pas pleinement la gestion proportionnée
de cas de botulisme de type C, D ou mosaique C et D.

L'état actuel des connaissances sur la persistance de spores et de formes végétatives de C.
botulinum, ainsi que la sensibilité aux biocides sporicides (en complément de I'avis 2015-SA-
0178) ne permettent pas d'évaluer l'efficacité des mesures d'assainissement des sous-
produits animaux (lisier inclus), des eaux résiduaires, des batiments et matériels, du lait et
des aliments (fourrage, foin, silo) contaminés ou exposés suite a un épisode de botulisme.

Dans ce contexte, il nous apparait nécessaire de demander une actualisation des données
sur les méthodes et les procédés d'inactivation des formes végétatives et sporulées de C.
botulinum, ainsi que sur la résistance et la persistance des spores dans les sols.

Des questions listées ci-dessous qui visent a compléter et a actualiser les préconisations
émises dans les avis précédents sont également soumises.

Cette évaluation concerne le botulisme de type C ou D ou mosaique (C/D, D/C) et tout
autre sérotype présent en élevage qui serait pertinent en termes d’évaluation de la santé
publique. Si des spécificités sont mises en évidence pour les DROM, il est demandé de
les traiter dans un 2° temps.

Dans 'hypothése de matiére non assainie,
 I'épandage des eaux résiduaires voire du lisier (ou fumier, litiére usagée) présente-t-il
un risque au regard de la santé des animaux, notamment un risque inter-espéce ? Des
recommandations notamment sur les distances avec des élevages et I'épandage par
injection suffisent ils ?

e les opérations d'épandage présentent-t-elles un risque au regard de la santé humaine?

e lors de I'épandage de fumier & proximité ou sur des sols destinés a des cultures et/ou
matiéres premiéres végétales, quel est le risque pour la consommation humaine ou
animale de ces végétaux?

Le traitement de fumier et la litiére usagée a la chaux permet permet-il d’assainir suffisamment
les matiéres précitées en contact des animaux potentiellement contaminés?

La conversion des lisiers en biogaz avec pasteurisation (70°C /1h) ou en compostage
(70°C/1h) permet-elle une destruction des spores et de la toxine ?

Je vous remercie de bien vouloir apporter votre réponse d'ici le 30 mai 2020

L@e I'Alimentation
runo FERREIRA
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Annexe 2 : Impact des traitements thermiques sur C. botulinum

Deux parametres D+ et z permettent de prévoir l'inactivation d’'une souche microbienne par un
couple temps/température donné.

D+, temps de réduction décimale, est défini comme la durée de traitement thermique, exprimée
généralement en minutes, nécessaire a la température T pour diviser par dix la charge
microbienne.

Le paramétre z est I'élévation de température en °C réduisant Dt d’'un facteur 10. Dans la
pratique, cela signifie que lorsque la température augmente de z°C, le temps nécessaire pour
obtenir le méme résultat en termes de destruction bactérienne est divisé par 10. A l'inverse,
lorsque la température est réduite de z°C, le temps nécessaire pour obtenir le méme résultat
en termes de destruction bactérienne est multiplié par 10.

Les formes sporulées ont, en général, un z compris entre 7 et 14°C et les formes végétatives
un z compris entre 4 et 7°C pour des traitements thermiques en milieu humide. Le milieu dans
lequel les micro-organismes sont étudiés peut modifier la valeur de z, beaucoup plus élevée
pour des traitements thermiques en milieu sec.

La résistance a la chaleur en milieu humide des spores de C. botulinum est trés bien
documentée, et ce depuis le début du XX°™® siécle pour les spores des souches du groupe |
(C. botulinum protéolytique, types A, B et F). Des méta-analyses récentes donnent une vision
synthétique des parametres D et z. Ainsi, Di21oc est estimé, a partir de 394 données, a 0,19
min pour les spores des C. botulinum protéolytiques, avec une valeur de z de 11,3°C (Diao et
al. 2014). Pour les spores de C. botulinum non protéolytiques (n = 549), les estimations de
Dsoec pour les types non protéolytiques B, E et F sont comprises entre 1 min et 1,5 min avec
des valeurs de z comprises entre 6,5°C et 6,9°C (Wachnicka et al. 2016).

Les seules valeurs disponibles pour les spores des souches du Groupe Il ont été publiées par
Segner et Schmidt (1971) : les estimations de Dioi1:c pour les souches de type C testées sont
comprises entre 0,07 et 2,44 min avec des valeurs de z comprises entre 5,0 et 6,2°C. Ces
paramétres de résistance suggeérent une résistance bien supérieure a celle des spores des C.
botulinum non protéolytiques (Groupe Il), mais également trés inférieure a celle des spores
des C. botulinum protéolytiques (Groupe ).

Le tableau ww propose une estimation des temps de réduction décimale (D) en milieu aqueux
de Clostridium botulinum des groupes |, Il et lll & des températures comprises entre 70°C et
120°C. Elles n'ont aucune pertinence pour estimer la résistance des spores dans un milieu a
faible aw.

Les valeurs de D aux différentes températures T (Dr) ont été calculées a partir de valeurs Drer,

Trer €t Z recueillies dans plusieurs sources documentaires et en utilisant le modéle dit « de
Tref_T

Bigelow » : Dy = Dyer x 10 =z

Les estimations présentées dans le tableau résultent de fortes extrapolations (i.e. des
estimations de valeurs de Dt a des températures prés de 30°C inférieures ou supérieures aux
domaines de températures ou elles ont été acquises expérimentalement). Cependant, les
modéles de Bigelow et I'équation d’Arrhénius semblent converger sur un domaine de
température bien plus large que la gamme 70°C — 120°C considérée ici (André et al. 2019).
En conséquence, les extrapolations des valeurs de Dr doivent étre considérées avec
prudence, mais, en l'absence de données expérimentales, ce sont des estimations
raisonnables de la résistance a certaines températures. Par exemple, les estimations de Dro-c
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(> 12 h pour tous les groupes) suggérent qu’'un traitement d’'une heure a 70°C n’aura
quasiment aucun effet sur les spores des groupes |, Il et lIl.

Temps de réduction décimale théoriques des Clostridium botulinum des groupes |, Il et Ill & des
températures comprises entre 70°C et 120°C.

Ten_ﬁrp((igt ure Valeurs de D (min) & la température T sous différentes hypothéses de Tiet, Dyt €t Z
Groupe | Groupe | Groupe II* Groupe 1lI, type C
Référence (Lund et Peck 2013) (Diao et al. 2014) (ACMSF 2020) (Segner et Schmidt 1971)
*k%
Dier™ (Min) 0,21 0,19 10 0.71
Trer™* (°C) 121,2 121,2 90 101
z (°C)** 10 11,3 6,7 10*** 5, 7****
120 0,28 0,24 - 0,01 0,00
110 2,8 1,9 - 0,09 0,02
100 28 14 0,32 0,89 1,1
90 277 110 10 8,9 60
80 2770 841 311 89 3400
70 28000 6450 9700 893 195000

* Traitement thermique permettant au moins six réductions logarithmiques de C. botulinum groupe II,
en absence d’autres facteurs de maitrise.

** Dyer St le temps de réduction décimale a la température Tt et z I'élévation de température en °C
réduisant Dt d’'un facteur 10

***Moyenne des valeurs de Dioioc, N=6 (Segner et Schmidt 1971). Valeur de z estimée sur 'ensemble
des données de la publication.

**** a valeur de z la plus élevée communiquée par Segner et Schmidt (1971)
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Annexe 3 : Perte d’activité des toxines botuliques de types C et D
dans différents milieux et en fonction de la température

Type de toxine Matrice Température Durée Perte
oc d’activité* (%)
CcW Non précisée 70 2 min 90
CcW Non précisée 80 2 min 99
CcW Non précisée 90 2 min 100

Eau du robinet _
o)
¢ pH non précisé TA 6 jours 80

Eau d’'un lac _
c® o TA 97 jours 10
pH non précisé
Eau d’'un lac :
c® o TA 344 jours 99
pH non précisé
-70 >5ans 90
-20 >5ans 99
5 30 jours 90
5 6 mois 99
20 3 jours 90
20 21 jours 99
Contenu gastro- 28 2 jours 90
intestinal dilué
Cc® en sérum 28 14 jours 99
physiologique _
pH 6,5 37 1 jour 90
37 2 jours 99
42 5h 90
42 9h 99
56 < 30 min 99
60 < 20 min 99
80 <5 min 99
DW Non précisée 80 2 min 0
DW Non précisée 90 2 min 100

Eau du robinet .
@
D pH non précisé TA 3 jours 80

* La perte d’activité a été évaluée par un test de létalité souris. TA : température ambiante.
(1) Prévot et Brygoo (1953), (2) Brygoo (1953) (3) Graham et al. (1978) (4) Hubélek et Halouzka (1988)
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Annexe 4 : Estimation qualitative de la probabilité de survenue de
I’événement indésirable (contamination) résultant du croisement
entre la probabilité d’émission et la probabilité d’exposition

Probabilité d’émission

N|QN| M |EF |TF | F | PE|[AE | E | TE

0 1 2 3 | 4

o

s |aoN| 1o | 1] 1] 1] 1

=

= m|l 2ol 1] 1] 1] 1

o

e |er| 3o | 1| 1| 1] 2

S

@ (TF| 4o |1 |[1]|2]2

o

> | F ol 12| 2] 3
PEI o | 1| 2| 2] 3
AEIM 0| 1| 2| 3| 3
EBEM 0| 1| 2| 3| 4
TERM o| 1| 2] 3| 4

N=Nulle, QN=Quasi-nulle, M=Minime, EF=Extrémement faible, TF=Trés faible, F=Faible, PE=Peu
élevée, AE=Assez élevée, E=Elevée, TE= Trés élevée
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Annexe 5 : Probabilités de survenue de I’événement indésirable (contamination) résultant du croisement des
probabilités d’émission et des probabilités d’exposition
Tableau | : Suite a I'épandage des effluents de volailles contaminés, aprés stockage

Probabilité d’émission Probabilités d’exposition (Exp.) a une matric((ej contaminée et de survenue de I’événement indésirable (Sur.) pour
€s organismes exposés
| moumsen | Bon e | vonesen | “avee | Rpeans eposis | Persannes | consomman
matrice Emission | stabulation paturage batiment parcours Pépandage Pépandage on humaine
extérieur
Exp. | Sur. | Exp. Sur. EXxp. Sur. | Exp. | Sur. Exp. Sur. Exp. | Sur. | Exp. | Sur.
Herbe sur pied (paturée) 8 0 0 9 8 0 0 9 8 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [2-4] 9 [2-4] 9 [2-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [7-8] 9 [7-8] 9 [7-8] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [2-4] 9 [2-4] 9 [2-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epandage sans | Mais grain, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation animale) [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0 0 0 0 0
gﬂ:g?;iiﬁ?;t Contamination secondaire d’'un aliment / litiere contaminé par avifaune [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0
fientes ou lisier) | Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation humaine) [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Légumes issus des cultures maraicheres [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-4]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 0 0 0 0
Herbe sur pied (paturée) [4-6] 0 0 9 [4-6] 0 0 9 [4-6] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [3-7] 9 [3-7] 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epandage avec | Mais grain, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation animale) [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 0 0 0 0 0 0
:ng;risiz?erzt?g; Contamination secondaire d’un aliment / liti€re contaminé par avifaune [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0
(si lisier) Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation humaine) [1-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Légumes issus des cultures maraichéres [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-4]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 0 0 0 0
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Tableau Il : Suite a 'épandage des effluents de volailles contaminés, aprés compostage

Probabilité d’émission

Probabilités d’exposition (Exp.) a une matrice contaminée et de survenue de I’événement indésirable (Sur.) pour des
organismes exposes

Mode Bovins avec Volailles Riverains Personnes
Ve Bovins en N Volailles en avec exposés ala 1 Consommation
d’épandage . . acces au e s réalisant .
matrice Emission stabulation Aturage batiment parcours poussiéere de Iépandage humaine
P 9 extérieur I’épandage P 9
EXp. Sur. EXxp. Sur. Exp. | Sur. | Exp. | Sur. Exp. Sur. | Exp. | Sur. Exp. Sur.

Herbe sur pied (paturée) [6-7] 0 0 9 [6-7] 0 0 9 [6-7] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [5-6] 9 [5-6] 9 [5-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mais grain, ensilage mais, végétaux cultives (alimentation [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0 0 0 0 0
animale)

Epandage sans | Contamination secondaire d’un aliment / litiere contaminé par [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0

enfouissement | avifaune
Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
humaine)
Légumes issus des cultures maraicheres [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-4]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 0 0 0 0
Mais grain, ensilage mais, végétaux cultives (alimentation [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 0 0 0 0 0 0
animale)
Co_ntamlnatlon secondaire d'un aliment / litiere contaminé par [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0
avifaune

3 Poussiéeres et aérosols au cours de I'épandage [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0

Epandage avec . . .

enfouissement Grandgs cultures (céréales, oléagineux...) (consommation [1-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
humaine)
Légumes issus des cultures maraicheres [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-4]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 0 0 0 0

Version finale page 150/ 155 Mai 2022




Anses e Rapport d’expertise collective

Saisine « 2019-SA-0113 »

Tableau Ill ;: Suite a 'épandage des effluents de volailles contaminés, aprés méthanisation

Sl e Probabilités d’exposition (Exp.) & une matrice contaminée et de survenue de I’événement indésirable (Sur.) pour des
Probabilité d’émission . .
organismes exposes
que Bovins en Bovm‘s avec | /o ailles en Volailles avec Rlveralns exposes Pgrsgnnes Consommatio
d’épandage ) . bulati acces au bati parcours alapoussiére de réalisant h ;
matrice Emission | stabulation paturage atiment extérieur I’épandage I’épandage n humamne
Exp. | Sur. | Exp. | Sur. | Exp. | Sur. | Exp. Sur. Exp. Sur. EXxp. Sur. | Exp. Sur.
Herbe sur pied (paturée) [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [5-7] 9 [5-7] 9 [5-7] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mais grain, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0 0 0 0 0
. animale)
Epandage
sans Contamination secondaire d'un aliment / litiere contaminé par
enfouissem | avifaune [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 9 [2-3] 0 0 0 0 0 0
ent
Poussieres et aérosols au cours de I'épandage [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation )
humaine) [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Légumes issus des cultures maraichéres [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-4]
Eaux courantes (riviére, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [6-8] 0 0 [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 0 0 0 0
Herbe sur pied (paturée) [3-6] 0 0 9 [3-6] 0 0 9 [3-6] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [2-6] 9 [2-6] 9 [2-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [1-2] 9 | [1-2] 9 | [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epandage g/lne?'l'rialg)raln, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 9 [1-3] 0 0 0 0 0 0
avec ‘. . . ~ .
enfouissem antamlnatlon secondaire d’'un aliment / litiere contaminé par [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0
ent ou par avifaune
injection | Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation )
humaine) [1-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Légumes issus des cultures maraicheres [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-4]
Eaux courantes (riviére, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 9 [6-8] 0 0 0 0 0 0
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Tableau IV : Suite a I'épandage des effluents de bovins contaminés, aprés stockage

Gl o Probabilités d’exposition (Exp.) a une matrice contaminée et de survenue de I’événement indésirable (Sur.)
Probabilité d’émission . .
pour des organismes exposés
Mode . Bovins avec . Volailles avec Rlver’aln\s Personnes .
4 Bovins en N Volailles en exposeés ala 1 Consommatio
d’épandage . . . acces au Py parcours N réalisant ;
matrice Emission | stabulation ~ batiment i poussiére de yr n humaine
paturage extérieur Pé I’épandage
épandage
Exp. | Sur. | Exp. | Sur. | Exp. | Sur. EXxp. Sur. | Exp. | Sur. EXxp. Sur. Exp. Sur.
Herbe sur pied (paturée) [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [3-7] 9 [3-7] 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [1-2] 9 [1-2] 9 | [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epandage sans Mais grain, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation animale) [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0
enfouissement | Contamination secondaire d’'un aliment / litiére contaminé par
(litiére, fumier | avifaune [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] v Y Y v v v
ou lisier) Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-5] 9 [1-5] 9 [1-5] 0 0 9 [1-5] 9 [1-5] 9 [1-5] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation humaine) [1-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Légumes issus des cultures maraicheres [1-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-3]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 0 0 0
Herbe sur pied (paturée) [2-6] 0 0 9 [2-6] 0 0 9 [2-6] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [2-6] 9 [2-6] 9 [2-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Epandage avec Mais grain, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation animale) [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0
enfowssgmgnt antammatlon secondaire d’'un aliment / litiere contaminé par 1 9 1 9 1 9 1 9 1 0 0 0 0 0 0
ou par injection | avifaune
(si lisier) Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-5] 9 [1-5] 9 [1-5] 0 0 9 [1-5] 9 [2-5] 9 [1-5] 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation humaine) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Légumes issus des cultures maraicheres [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-2]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0
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Tableau V : Suite a I'épandage des effluents de bovins contaminés, aprés compostage

Probabilité d’émission

Probabilités d’exposition (Exp.) & une matrice contaminée et de survenue de I’événement indésirable (Sur.) pour des
organismes exposés

. . Riverains
Mode : Bovins avec . Volailles avec PUEN Personnes .
‘e Bovins en A Volailles en exposeés ala P Consommati
d’épandage ] . bulati acces au bati parcours iere d réalisant h :
matrice Emission stabulation paturage atiment extérieur poussiére de Pépandage on humaine
I’épandage
EXxp. Sur. Exp. Sur. Exp. | Sur. EXxp. Sur. EXxp. Sur. | Exp. | Sur. | Exp. | Sur.
Herbe sur pied (paturée) [2-6] 0 0 9 [2-6] 0 0 9 [2-6] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [2-6] 9 [2-6] 9 [2-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin 1 9 1 9 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Mais grain, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0
animale)
Epand_age sans Co_ntamlnatlon secondaire d’un aliment / liti€re contaminé par [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0
enfouissement | avifaune
Poussieres et aérosols au cours de I'épandage [1-4] 9 [1-4] 9 [1-4] 0 0 9 [1-4] 9 [1-4] 9 [1-4] 0 0
Srandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation [1-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
umaine)
Légumes issus des cultures maraicheres [1-3] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-3]
Eaux courantes (riviére, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0
Mais grain, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation
animale) 1 9 1 9 1 9 1 9 1 0 0 0 0 0 (0]
Co_ntamination secondaire d’un aliment / liti€re contaminé par 1 9 1 9 1 9 1 9 1 0 0 0 0 0 0
avifaune
, Poussieres et aérosols au cours de I'épandage [1-4] 9 [1-4] 9 [1-4] 0 0 9 [1-4] 9 [1-4] 9 [1-4] 0 0
Epandage avec . . ]
enfouissement Grandgs cultures (céréales, oléagineux...) (consommation 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
humaine)
Légumes issus des cultures maraichéres 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9 1
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 9 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0
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Tableau VI : Suite a I'épandage des effluents de bovins contaminés, aprés méthanisation

Probabilité d’émission

Probabilités d’exposition (Exp.) & une matrice contaminée et de survenue de I’événement indésirable (Sur.) pour des
organismes exposes

Mode Bovins avec Volailles avec Riverains Personnes
14 Bovins en . Volailles en exposés ala 1 Consommati
d’épandage ] . bulati acces au bati parcours iere d réalisant h ;
matrice Emission stabulation paturage atiment extérieur poussiere de Pépandage on humaine
I’épandage
Exp. Sur. | Exp. Sur. Exp. Sur. EXxp. Sur. Exp. Sur. | Exp. | Sur. | Exp. | Sur.
Herbe sur pied (paturée) [2-7] 0 0 9 [2-7] 0 0 9 [2-7] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [2-7] 9 [2-7] 9 [2-7] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ma_us grain, ensilage mais, végétaux -cultivés (alimentation [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 9 [1-7] 0 0 0 0 0 0
animale)
Epand_age sans Co_ntamlnatlon secondaire d’un aliment / liti€re contaminé par [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0
enfouissement | avifaune
Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-5] 9 [1-5] 9 [1-5] 0 0 9 [1-5] 9 [1-5] 9 [1-5] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
humaine)
Légumes issus des cultures maraicheres [1-4] 0 0 0 0 0 0 0 9 [1-4]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 0 [1-6] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0
Herbe sur pied (paturée) [1-5] 0 0 9 [1-5] 0 0 9 [1-5] 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Bonne qualité) 1 9 1 9 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrubanné / ensilage d’herbe (Mauvaise qualité) [2-5] 9 [2-5] 9 [2-5] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Foin 1 9 1 9 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gﬂna;:ialg)raln, ensilage mais, végétaux cultivés (alimentation [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 9 [1-2] 0 0 0 0 0 0
Epandage avec — _ _ — _
enfouissement Co_?tammatlon secondaire d'un aliment / litiere contaminé par 1 9 1 9 1 9 1 9 1 0 0 0 0 0 0
ou par injection |2vilaune
Poussiéres et aérosols au cours de I'épandage [1-5] 9 [1-5] 9 [1-5] 0 0 9 [1-5] 9 [1-5] 9 [1-5] 0 0
Grandes cultures (céréales, oléagineux...) (consommation 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
humaine)
Légumes issus des cultures maraichéres [1-2] 0 0 0 0 0 0 9 [1-2]
Eaux courantes (riviere, fleuve...) [1-6] 0 [1-6] 0 0 0 0 0
Eaux stagnantes (Etang, mare..) [3-7] 0 9 [3-7] 0 0 9 [3-7] 0 0 0 0 0 0
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