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AVIS 

de l’Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, 
de l’environnement et du travail 

 
relatif à une demande d’avis sur un protocole visant à évaluer l’efficacité  

des additifs en vue de la décontamination des matières premières  
pour l’alimentation animale, contaminées par Salmonella spp.  

(Protocole KHIRAL) 
 
 

 
L’Anses met en œuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste. 
L’Anses contribue principalement à assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de l’environnement, du travail et de 
l’alimentation et à évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter. 
Elle contribue également à assurer d’une part la protection de la santé et du bien-être des animaux et de la santé des 
végétaux et d’autre part à l’évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments. 

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que l’expertise et l’appui scientifique 
technique nécessaires à l’élaboration des dispositions législatives et réglementaires et à la mise en œuvre 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 18 Juillet 2016, par la Direction générale de la concurrence, de la 

consommation et de la répression des fraudes (DGCCRF), pour la réalisation d’une expertise 

scientifique sur un protocole visant à évaluer l’efficacité des additifs en vue de la décontamination 

des matières premières pour l’alimentation animale, contaminées par Salmonella spp. (protocole 

KHIRAL). 

 

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE 

 

Le protocole KHIRAL a été élaboré par l’institut TECALIMAN, dans le cadre de la constitution du 

dossier de demande d’autorisation, au titre du Règlement CE 1831/2003, d’additifs entrant dans 

le nouveau groupe fonctionnel « améliorateurs de conditions d’hygiène ». Préalablement à 

l’instruction de ces dossiers puis à leur inscription dans cette catégorie, les professionnels 

français de l’alimentation animale ont travaillé au dépôt de demandes d’autorisation d’essais 

telles que prévues à l’article 3 point 2 de ce règlement. Afin de valider l’efficacité a priori des 

produits qui feront l’objet de ces demandes d’essais, TECALIMAN a bâti un protocole visant à 

évaluer l’efficacité bactéricide de tout produit réputé avoir un effet sur une flore ciblée dans une 
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matrice d’aliments pour animaux. Ce protocole doit permettre de vérifier, de manière 

standardisée et en unité pilote, l’efficacité de molécules candidates, aux doses proposées, sur 

une flore bactérienne composée d’entérobactéries, présente dans une matière première (un 

tourteau de soja) et dans deux aliments composés (un aliment pour poules pondeuses et un 

aliment pour porcs charcutiers). 

 
Afin d’obtenir cette autorisation, par la Commission Européenne, d’utilisation de ces produits 

« améliorateurs des conditions d’hygiène », le pétitionnaire doit soumettre un dossier technique, 

à l’EFSA. Les résultats de cette étude viendront nourrir les dossiers, en vue de leur autorisation 

de mise sur le marché définitive dans la catégorie susvisée. 

 

L’avis de l’Anses est demandé sur la validité scientifique et technique de ce protocole. Plus 

précisément, la saisine pose les questions suivantes : 

 

- Les données obtenues par le biais de ce protocole sont-elles recevables dans le cadre d’une 

évaluation de l’efficacité d’un additif ? 

- Ce protocole répond-il aux exigences et normes scientifiques actuelles ? 

 

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE 

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise - 

Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».  

 
L’Anses a confié l’instruction de cette saisine à deux experts du groupe de travail SALAN 

«Salmonelles en alimentation animale » et à deux rapporteurs externes.  

M. Fabrice Putier, directeur de Tecaliman, a été auditionné le 23 février 2017 par les rapporteurs. 

Les travaux ont été présentés et adoptés au GT SALAN lors de sa séance du 30 mars 2017. 

 

Le comité d’experts spécialisé ALAN « Alimentation animale» a adopté les travaux d’expertise 

collective ainsi que ses conclusions et recommandations lors de sa séance du 23 Mai 2017, et a 

fait part de cette adoption à la direction générale de l’Anses. 

 

Le protocole, soumis à l’évaluation de l’Anses, figure en annexe 1.  

 

L’Anses analyse les liens d’intérêts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long 

des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intérêts au regard des points traités dans le 

cadre de l’expertise. 

 

Les déclarations d’intérêts des experts sont publiées sur le site internet de l’Anses 

(www.anses.fr). 

 

Périmètre et limite du champ d’expertise 

 

Les experts ont évalué la validité scientifique et technique du protocole en se basant sur les 

éléments fournis par le pétitionnaire, au regard de l’objectif qui y est fixé : efficacité au moins 

égale à 3 réductions décimales (3 log) de la concentration en entérobactéries dénombrées à 
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37°C. Au travers de cette évaluation de protocole, les experts ne se prononcent pas sur la 

question plus générale de la pertinence des 3 réductions décimales, tel que retenues comme 

objectif de performance pour les aliments composés destinés aux troupeaux de plus de 250 

volailles reproductrices des espèces Gallus gallus et Meleagris gallopavo, ayant subi un 

traitement thermique validé. Cette question sera traitée dans la saisine 2016-SA-0029 «Danger 

Salmonella en alimentation animale ».   

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES ALAN 

 

Les principales modifications qui ont été demandées par les experts dans le protocole KHIRAL 

sont les suivantes : 

 

Titre du protocole  

L’intitulé initial du protocole porte sur une évaluation de l’efficacité bactériolytique d’additifs 

devant entrer dans la nouvelle catégorie « améliorateurs des conditions d’hygiène », « réduisant 

une contamination microbiologique spécifique » (Règlement (UE) 2015/22941). Le terme 

« bactériolytique » devrait être remplacé par « bactéricide ». Par ailleurs, il était prévu, au départ, 

que les essais porteraient sur une « flore ciblée » incluant les entérobactéries et un 

microorganisme modèle (Salmonella spp.). Or, l’utilisation d’un microorganisme modèle, non 

pathogène, dans les essais proposés, n’est pas considérée comme pertinente par les experts, 

étant donné qu’il n’existe pas de telles souches qui possèderaient les mêmes propriétés de 

résistance que tous les sérotypes de Salmonella. Il est donc recommandé que les essais portent 

uniquement sur les entérobactéries, afin de ne pas induire de confusion quant à la signification 

de micro-organisme modèle.  

 

Objectif 

Il serait souhaitable que ce paragraphe soit reformulé de manière à préciser que : 

 

-  L’objectif de ce protocole serait d’évaluer la performance bactéricide d’un produit actif sur 

les entérobactéries, dans une matière première et deux aliments ; 

- Ce protocole, tel que mis en place (nombre d’échantillons testés, charges microbiennes 

initiale et après traitement), permettrait de démontrer une efficacité au moins égale à 3 

réductions décimales de la concentration en entérobactéries, dénombrées à 37°C.  

Initialement, les matrices prévues étaient un tourteau de soja, un aliment pour porcs 

charcutiers et un aliment « croissance » pour poulets de chair. Selon les informations 

communiquées lors de l’audition, ce dernier a été remplacé par un aliment pour poules 

pondeuses en raison d’une structure plus grossière de l’aliment et de la présence de 

carbonate de calcium qui tamponnerait l’effet des acidifiants (scénario défavorable). 

 

                                            
1 
Règlement (UE) 2015/2294 de la Commission du 9 décembre 2015 modifiant le règlement (CE) 1831/2003 du Parlement européen 

et du Conseil afin d'établir un nouveau groupe fonctionnel d'additifs pour l'alimentation animale  
http://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/?uri=uriserv:OJ.L_.2015.324.01.0003.01.FRA&toc=OJ:L:2015:324:TOC, consulté le 
08/06/2017 

 

 

http://eur-lex.europa.eu/legal-content/FR/TXT/?uri=uriserv:OJ.L_.2015.324.01.0003.01.FRA&toc=OJ:L:2015:324:TOC
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Principe 

Etant donné que seules les entérobactéries seront testées dans ce protocole, la phrase portant 

sur un germe modèle non pathogène devrait être supprimée. Par ailleurs,  la durée de contact du 

produit actif avec la matrice devrait être modifiée (24h à 72 h selon les matrices) (Cf. § conditions 

de stockage). 

 

Matériel 

 

Les matières premières 

Le rôle des déchets d’épointeuse de meunerie devrait être explicité dans le protocole, l’objectif 

étant d’assurer une présence initiale d’entérobactéries endogènes pour l’inoculation des matrices 

testées.  

 

Matériel de prélèvement et de conditionnement 

Au cours de l’audition, il a été précisé que les prélèvements porteraient sur 25 g au lieu de 100 g, 

pour des raisons de disponibilité des étuves dans le laboratoire d’analyses. 

 

 

Méthode 

 

Préparation des essais 

Il serait souhaitable de préciser dans ce paragraphe que le dénombrement des entérobactéries 

se fera en deux temps (déchets de meunerie puis matrices testées) et qu’en fonction des 

résultats de dénombrement obtenus dans les déchets, le taux d'incorporation de ces derniers 

dans les matrices, sera ajusté afin d'assurer une contamination initiale d'environ 105 UFC /g en 

entérobactéries. 

 

 

Plan d’essais 

Le protocole précise que les dénombrements des entérobactéries seront effectués sur 8 

échantillons. Les experts soulignent cependant que 4 échantillons suffiraient largement pour 

assurer une puissance statistique permettant de démontrer une réduction décimale de 3 log. 

 

Par ailleurs, les experts soulignent le caractère indispensable : 

- d’un dénombrement à T0 sur les matrices, après inoculation et avant traitement ; 

- du suivi d’un témoin négatif (avec inoculation mais sans traitement), pour toutes les matrices 

testées, afin de suivre l'évolution naturelle de la flore des trois matrices en parallèle des essais 

réalisés et d’être en mesure d’attribuer, in fine, la réduction microbienne au produit testé.  

 

Les modifications à apporter au tableau sont les suivantes : 

 

- L’unité « Kg » devrait être ajoutée au chiffre 50 afin de préciser la quantité de déchets de 

meunerie. Les termes « quantité de supports de germes » devraient être supprimés ; 

- Dans la dernière colonne dont l’intitulé devrait être remplacé par « modalités de stockage », et 

afin de se rapprocher des conditions de stockage terrain, les essais devraient être réalisés 

comme suit : 
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• Avec traitement au produit actif:  

 Pour le tourteau de soja, les temps de contact avec le produit actif seraient de 24h, 

48h et 72h, aux températures de stockage de 4°C et 30°C : 4 échantillons seraient 

prélevés et analysés à T0 (avant traitement) et aux trois durées de stockage (T24,T48 

et T72), pour chaque température ; 

 Pour les aliments destinés aux porcs charcutiers et aux poules pondeuses, le temps 

de contact avec le produit actif serait de 24h à une température de stockage de 

20°C : 4 échantillons seraient prélevés et analysés à T0 (avant traitement) et T24.  

• Sans traitement par le produit actif : lots « témoins »: 

Pour le tourteau de soja, l’aliment porcs charcutiers et l’aliment poules pondeuses, les 

mêmes modalités de stockage (températures et durées) devraient être appliquées à ces 

lots « témoins » que celles des lots ayant subi un traitement. En revanche, seuls des 

prélèvements à T0 et à l’issue de la durée maximale de stockage seraient nécessaires 

(pour le tourteau de soja, 4 échantillons prélevés et dénombrés uniquement à T0 et T72 

pour les températures de 4°C et 30°C ; pour les aliments composés, 4 échantillons 

prélevés et dénombrés à T0 et T24 pour la température de 20°C. 

 

Le protocole ainsi proposé par les experts a été schématisé en annexe 2. 

 

Enfin, le protocole précise que les essais seront répétés trois fois. Les experts soulignent que, 

pour augmenter la représentativité des essais, ces 3 répétitions devraient concerner des lots 

différents pour chaque matrice. En revanche, les essais «témoins» pour les trois matrices 

pourraient être réalisés une seule fois. 

 

Conditions de stockage 

Ce nouveau paragraphe devrait être ajouté dans le protocole, afin d’expliquer les raisons qui ont 

amené le pétitionnaire à choisir les conditions de stockage telles qu’évoquées dans le 

paragraphe 4.2. Pour le tourteau de soja, la durée de mise en contact, jusqu’à 72 heures, est 

justifiée par la possibilité d’un délai de stockage supplémentaire avant son expédition dans les 

usines de fabrication des aliments. Etant donné que certains de ces produits peuvent présenter 

une efficacité bactéricide après un temps de contact plus long, les experts soulignent que les 

professionnels pourraient avoir intérêt à prolonger cette durée jusqu’à plusieurs jours, en fonction 

de la nature et de la concentration des produits testés. Quant aux températures de stockage de 

4°C et 30°C, elles représenteraient la fourchette des conditions saisonnières qui peuvent être 

rencontrées sur le terrain. Pour les aliments destinés aux poules pondeuses et aux porcs 

charcutiers, la durée de mise en contact de 24 heures est justifiée par la nécessité d’un effet 

avant la consommation de ceux-ci par les animaux, dans un délai rapide (faible capacité de 

stockage des produits finis). La température de stockage de 20°C représenterait la température 

moyenne des silos de stockage. 
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Réalisation des essais 

Les experts préconisent que cette partie soit présentée sous la forme d’un schéma afin de 

faciliter la compréhension du texte. 

 

 

Transport des échantillons pour analyse 

Il est important de s’assurer de la maîtrise des conditions de transport des échantillons aux 

mêmes températures que celles du stockage, lors de leur acheminement vers le laboratoire 

d’analyse ; la durée du transport ne doit pas excéder les 24 heures. Le protocole devrait 

souligner ce point.  

 

Analyse 

Etant donné que ce protocole KHIRAL s’inscrit dans un contexte européen d’autorisation 

d’additifs pour l’alimentation animale, il paraît plus judicieux de remplacer la norme NF V08-054 

par la norme ISO 21528-2. Par ailleurs, le terme « méthode assimilée » pour faire référence à 

une méthode alternative ne paraît pas approprié et devrait être remplacé par «méthode reconnue 

équivalente ».  

L’objectif de l’ajout d’eau peptonnée tamponnée est, selon le protocole, de « neutraliser » l’action 

bactéricide résiduelle du produit sur la matrice. Au cours des auditions, il a été précisé que le 

terme « neutraliser » est à comprendre dans le sens de « faire cesser » l’action : il ne s’agit donc 

pas de « neutraliser » le pH de la suspension mère au sens de ramener le pH à 7. Cette 

précision devrait être apportée au protocole. 

 

Traitement des résultats 

Il convient de reformuler la première phrase de ce paragraphe de manière à préciser que les 

résultats microbiologiques « sont conditionnés à leurs modalités d’obtention : additif testé, 

températures, durées de traitement, dose, matrices. » 

 

 

Conclusion du GT SALAN 

 

Le protocole KHIRAL, moyennant les modifications recommandées par les experts présente les 

caractéristiques scientifiques et techniques permettant d’évaluer si des additifs ont une efficacité 

bactéricide au moins égale à trois réductions décimales de la concentration en entérobactéries 

dénombrées à 37°C. Par ailleurs, étant donné que ce protocole s’inscrit dans un contexte 

européen d’autorisation d’additifs pour l’alimentation animale, et dans le cas où l’objectif de 

performance à atteindre serait différent des 3 réductions décimales, une adaptation des essais 

(nombre d’échantillons à prélever, concentration initiale en entérobactéries, nombre de 

répétitions …) devrait être envisagée. 
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4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE 

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de l’alimentation, de l’environnement et du travail 

endosse les conclusions du CES Alimentation animale. L’Anses souligne que l’avis de l’Agence 

sur ce protocole à des fins d’essais de produits, préalablement à leur candidature en tant 

qu’additifs, n’engage en rien l’Efsa, en charge de l’évaluation des dossiers de demande 

d’autorisation d’additifs en alimentation animale. 

 

 

 

Dr Roger Genet 

 

MOTS-CLES 

Tourteau de soja, aliment porcs charcutiers, aliment poules pondeuses, entérobactéries, acides 
organiques, bactéricide, 3 réductions décimales, 3 log, protocole. 

 

KEYWORDS 

Soybean meal, growing-finishing pigs feedstuffs, laying hens feedstuffs, enterobacteriacea, 
organic acids, bactericidal, 3 decimal reductions, 3 log, experimental protocol. 
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ANNEXE 1 
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ANNEXE 2 

 
Schématisation des essais sur un tourteau de soja et deux aliments composés (poules 

pondeuses et porcs charcutiers) avec prise d’échantillon 
 

 

 
 

 : 4 échantillons à prélever et analyser aux temps indiqués 

       : Nombre de répétitions des essais 

 


