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Apercu

Projet de décision réglementaire concernant le biofongicide liquide Integral™

L’Agence de reglementation de la lutte antiparasitaire (ARLA) de Santé Canada, en vertu de la
Loi sur les produits antiparasitaires et de ses reglements d’application, propose I’homologation
complete de la matiére active de qualité technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis, et du biofongicide liquide Integral™, qui contient cette souche comme matiére active, &
des fins de vente et d’utilisation pour traiter des semences de canola contre les maladies des
plantules (pourriture des semences, fonte et brllure des semis ainsi que pourridi€) causées par
Fusarium spp. et Rhizoctonia spp.

D’apres une évaluation des renseignements scientifiques a sa disposition, I’ARLA juge que, dans
les conditions d’utilisation approuvées, le produit a de la valeur et ne pose pas de risque
inacceptable pour la santé les étres humainse ou I’environnement.

Le présent apercu décrit les principaux points de I’évaluation, tandis que I’évaluation
scientifique offre des renseignements techniques détaillés sur la valeur de la matiere active de
qualité technique, la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, et du biofongicide liquide Integral™
ainsi que sur leurs effets sur la santé humaine et I’environnement.

Sur quoi se fonde Santé Canada pour prendre sa décision réglementaire?

L’objectif premier de la LPA est d’éviter que I’utilisation de produits antiparasitaires n’expose
les personnes ou I’environnement a des risques inacceptables. L’ ARLA considere que les risques
pour la santé ou I’environnement sont acceptables® s’il existe une certitude raisonnable que
I’exposition au produit ou I’utilisation de celui-ci, dans les conditions d’homologation proposées,
n’entrainera aucun effet nocif pour la santé humaine, les générations futures ou I’environnement.
La Loi exige aussi que les produits aient une valeur? lorsqu’ils sont utilisés conformément au
mode d’emploi figurant sur leur étiquette. Ces conditions d’homologation peuvent comprendre
I’ajout de mises en garde particulieres sur I’étiquette d’un produit précis en vue de réduire
davantage les risques.

Pour en arriver a une décision, I’ARLA se fonde sur des politiques et des méthodes d’évaluation
des risques rigoureuses et modernes. Ces méthodes consistent notamment a examiner les
caractéristiques uniques des sous-populations vulnérables chez les étres humains (par exemple,
les enfants) et chez les organismes présents dans I’environnement (par exemple, ceux qui sont
les plus vulnérables aux contaminants environnementaux). Ces méthodes et ces politiques

1
2

« Risques acceptables » tels que définis au paragraphe 2(2) de la Loi sur les produits antiparasitaires.

« Valeur » telle que définie au paragraphe 2(1) de la Loi sur les produits antiparasitaires : « L apport réel
ou potentiel d’un produit dans la lutte antiparasitaire, compte tenu des conditions d’homologation
proposées ou fixées, notamment en fonction : a) de son efficacité; b) des conséquences de son utilisation
sur I’hote du parasite sur lequel le produit est destiné a étre utilisé; c) des conséquences de son utilisation
sur I’économie et la société de méme que de ses avantages pour la santé, la sécurité et I’environnement. »
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consistent également a examiner la nature des effets observés et a évaluer les incertitudes
associées aux prévisions concernant les répercussions des pesticides. Pour obtenir de plus amples
renseignements sur la facon dont I’ARLA réglemente les pesticides, sur le processus
d’évaluation et sur les programmes de réduction des risques, veuillez consulter la section des
pesticides et de la lutte antiparasitaire dans le site Web de Santé Canada a santecanada.gc.ca/arla.

Avant de prendre une décision finale concernant I’homologation de la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis et du biofongicide liquide Integral™, I’ARLA examinera tous les commentaires
recus du public en réponse au présent document de consultation®. Elle publiera ensuite un
document de décision d’homologation®, dans lequel elle présentera sa décision, les motifs de
celle-ci ainsi qu’un sommaire des commentaires regus sur le projet de décision d’homologation
et les réponses qu’elle a apportées a ces commentaires.

Pour de plus amples détails sur les renseignements présentés dans cet Apercu, veuillez consulter
I’Evaluation scientifique du présent document de consultation.

Que sont la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et le biofongicide liquide
Integral ™?

La souche MBI 600 de Bacillus subtilis est un produit antiparasitaire microbien antagoniste des
champignons pathogenes Rhizoctonia et Fusarium qui causent des maladies des plantules de
canola. L’effet protecteur de Bacillus subtilis est principalement attribuable a I’exclusion
compétitive des organismes pathogénes. La préparation commerciale Integral™ est un produit
liquide de traitement des semences qui contient la souche MBI 600 de Bacillus subtilis. Elle est
principalement destinée a étre utilisée en combinaison avec un fongicide classique de traitement
des semences de canola.

Considérations relatives a la santé

Les utilisations approuvées de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et du biofongicide
liquide Integral™ peuvent-elles nuire & la santé humaine?

Il est peu probable que la souche MBI 600 de Bacillus subtilis nuise a la santeé si le
biofongicide liquide Integral™ est utilisé conformément au mode d’emploi sur
I’étiquette.

On peut étre exposé a la souche MBI 600 de Bacillus subtilis en manipulant et en
appliquant le produit. Au moment d’évaluer les risques pour la santé, on prend en
considération plusieurs facteurs clés : les propriétés biologiques du microorganisme (par
exemple, formation de sous-produits toxiques), les déclarations d’incident, la

« Enoncé de consultation » conformément au paragraphe 28(2) de la Loi sur les produits antiparasitaires.

« Enoncé de décision » conformément au paragraphe 28(5) de la Loi sur les produits antiparasitaires.
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pathogénicité ou la toxicité potentielle telle que déterminée dans les études
toxicologiques, et les concentrations auxquelles des personnes pourraient étre exposées
comparativement a I’exposition a d’autres souches du microorganisme présentes
naturellement dans I’environnement.

Les études toxicologiques sur des animaux de laboratoire décrivent les effets potentiels
sur la santé découlant de I’exposition a de fortes doses afin de déterminer les risques de
pathogénicité, d’infectiosité et de toxicité. Les essais d’exposition d’animaux de
laboratoire a la souche MBI 600 de Bacillus subtilis n’ont montré aucun signe de toxicité
ou de pathogénicité notable.

Résidus dans I’eau et les aliments

Les risques alimentaires associés a la consommation d’aliments et d’eau potable ne
sont pas préoccupants.

Dans le cadre du processus d’évaluation avant I’homologation d’un pesticide, Santé
Canada doit s’assurer que la consommation de la quantité maximale de résidus qui
pourrait demeurer sur un aliment lorsqu’un pesticide est utilisé conformément au mode
d’emploi de I’étiquette ne présentera pas de préoccupation pour la santé humaine. Cette
quantité maximale de résidus prévue est alors fixée comme limite maximale de résidus
(LMR) en vertu de la Loi sur les produits antiparasitaires aux fins des dispositions en
matiere de falsification de la Loi sur les aliments et drogues. Santé Canada fixe
scientifiguement les LMR afin de s’assurer de I’innocuité des aliments consommes par
les Canadiens.

Les souches de Bacillus subtilis sont communes dans la nature et I’utilisation du
biofongicide liquide Integral ™ pour traiter des semences contre des maladies fongiques
des cultures ne devrait pas accroitre significativement les densités naturelles de cette
bactérie. Il devrait rester peu ou pas de Bacillus subtilis sur le canola au moment de la
récolte, parce que le produit est appliqué aux semences. Quelques souches de Bacillus
subtilis ont été isolées a partir d’échantillons d’aliments mis en cause dans des
intoxications alimentaires; on a montré que ces souches peuvent produire une toxine
d’une grande stabilité thermique semblable a une toxine produite par Bacillus cereus, un
microorganisme pathogéne d’origine alimentaire connu. La souche MBI 600 de Bacillus
subtilis ne produit pas cette toxine. De plus, aucun effet de ce genre n’a été signalé pour
ce microorganisme aux Etats-Unis, oU il est homologué depuis 1994. Enfin, lorsqu’on a
administré la souche MBI 600 de Bacillus subtilis a des rats par voie orale, on n’a
observé aucun signe de toxicité ou de maladie.

Il n’est donc pas nécessaire de fixer une LMR pour la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis. De méme, la probabilité que ses résidus contaminent des réserves d’eau potable
est négligeable, sinon nulle. L exposition par voie alimentaire et les risques connexes
sont donc minimes, voire inexistants.
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Risques professionnels associés a la manipulation du biofongicide liquide Integral ™

Les risques professionnels ne sont pas preoccupants si le biofongicide liquide
Integral™ est utilisé conformément au mode d’emploi précisé sur I’étiquette, qui
comprend des mesures de protection.

Les travailleurs qui utilisent le biofongicide liquide Integral ™ peuvent étre exposés a la
souche MBI 600 de Bacillus subtilis par contact cutané, contact oculaire ou par
inhalation. C’est pourquoi I’étiquette précisera que ces travailleurs doivent porter des
gants, un vétement a manches longues, un pantalon long, des chaussettes et des
chaussures. De plus, les personnes qui mélangent, chargent ou appliquent le produit
doivent porter un respirateur approuvé par le NIOSH (muni d’un filtre N, P, R ou HE).

Pour ce qui est de I’exposition occasionnelle, on s’attend a ce qu’elle soit bien inférieure
a celle que subissent les manipulateurs et les préposés au mélange et au chargement; on
I’estime donc négligeable. Par conséquent, les risques pour la santé decoulant d’une
exposition occasionnelle ne sont pas préoccupants.

Considérations relatives a I’environnement

ITM

Que se passe-t-il lorsque le biofongicide liquide Integral ™ pénétre dans I’environnement?

Les risques pour I’environnement ne sont pas préoccupants.

Les données sur le devenir de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis dans
I’environnement indiquent que ce microorganisme des sols pourrait survivre dans des
sols extérieurs dans des conditions favorables (c’est-a-dire type de sol, humidité, acidité
et température), mais qu’avec le temps, I’abondance de la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis devrait revenir a des valeurs naturelles.

Des études publiées ont fait état d’infections causées par d’autres souches de Bacillus
subtilis chez des mammifeéres, des insectes terrestres et des végétaux. Toutefois, ces
rapports sont peu nombreux malgré la grande quantité d’ouvrages publiés sur ce
microorganisme et concernent des souches inhabituelles ou particuliéres dont la
pathogénicité n’a pas été étudiee a fond. Aucun rapport de maladie associée a Bacillus
subtilis chez les oiseaux, les lombrics, les abeilles domestiques, les invertébrés
aquatiques, les algues et les végétaux aquatiques n’a été publié. En outre, les études
portant sur les effets du Bacillus subtilis sur les oiseaux, les mammiferes sauvages, les
insectes terrestres, les lombrics et les microorganismes du sol ne mentionnent aucun effet
nocif chez ces populations.
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Considérations relatives a la valeur

Quelle est la valeur du biofongicide liquide Integral™?
Le biofongicide liquide Integral™ est un biofongicide & risque réduit qui, utilisé
seul, peut réprimer la pourriture des semences, la fonte et la brQlure des semis ainsi
gue le pourridié du canola. On peut supprimer ces maladies en utilisant le
biofongicide liquide Integral™ en combinaison avec le traitement de semences
liquide Helix ou Helix Xtra ou la suspension insecticide-fongicide pour le traitement
des semences Prosper FL.

L utilisation du biofongicide liquide Integral™, seul ou en combinaison avec un des
traitements chimiques des semences couramment utilisés par les entreprises de semences
au Canada, permet d’accroitre de 5 a 10 % la densité des peuplements de canola. Parce
que sa matiére active est une bactérie, le biofongicide liquide Integral™ offre une
répression des maladies des plantules qui persiste probablement jusqu’a la fin du
développement des semis. Il s’agit du premier biofongicide homologué pour le traitement
des semences de canola au Canada.

Mesures de réduction des risques

Les étiquettes apposées sur les contenants de pesticides homologués fournissent le mode
d’emploi du produit. On y trouve notamment des mesures de réduction des risques visant a
protéger la santé humaine et I’environnement. La Loi exige le respect absolu du mode d’emploi.

Voici les principales mesures que I’on propose d’inclure sur I’étiquette du biofongicide liquide
Integral™ pour réduire les risques identifiés dans la présente évaluation.

Principales mesures de réduction des risques
Santé humaine

Puisque le développement de réactions allergiques chez les utilisateurs soumis a des expositions
répétées de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis est préoccupant, toute personne qui manipule,
mélange, charge ou applique le biofongicide liquide Integral™, ou qui nettoie ou répare du
matériel ayant été en contact avec le produit, doit porter des gants imperméables, un vétement a
manches longues, un pantalon long et un masque filtrant la poussiere ou les gouttelettes (numéro
d’homologation MSHA/NIOSH préfixe TC-21C) ou un respirateur approuvé par le NIOSH muni
d’un filtre N-95, R-95, P-95 ou HE).
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Environnement

A titre de précaution générale, on ajoutera a I’étiquette des énoncés exigeant que les personnes
manipulant le produit ne contaminent pas les sources d’eau potable ou d’irrigation ou les habitats
aquatiques en nettoyant I’équipement ou en éliminant les déchets.

Prochaines étapes

Avant de prendre une décision définitive au sujet de I’homologation de la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis et du biofongicide liquide Integral™, I’ ARLA examinera tous les commentaires
communiqués par le public en réponse au présent document de consultation. L’ ARLA acceptera
les commentaires écrits au sujet de la décision proposée pendant une période de 45 jours a
compter de la date de publication du présent document.

L’ARLA publiera ensuite une décision d’homologation, dans laquelle elle présentera sa décision,
les raisons de cette décision, un résumé des commentaires recus concernant le projet de décision
d’homologation et les réponses qu’elle a apportées a ces commentaires.

Autres renseignements

Lorsque I’ARLA prendra une décision finale sur la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et le
biofongicide liquide Integral ™, elle publiera une décision d’homologation (fondée sur
I’évaluation scientifique présentée dans le présent document de consultation). En outre, les
données d’essai mentionnées dans le présent document seront mises a la disposition du public,
sur demande, dans la salle de lecture de I’ARLA (située a Ottawa).
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Evaluation scientifique

Biofongicide liquide Integral™
1.0 La matiere active, ses propriétés et ses utilisations

1.1  Description de la matiere active

Microorganisme actif ~ Souche MBI 600 de Bacillus subtilis

Utilité Biofongicide

Nom scientifique Souche MBI 600 de Bacillus subtilis
Désignation

taxinomique

Regne Eubactéries

Embranchement Firmicutes

Ordre Bacillales
Genre Bacillus
Espéce subtilis
Souche MBI 600

Renseignements sur Brevets canadiens :

I’état des brevets i. 1324099
Délivrance : le 9 novembre 1993
Expiration : le 9 novembre 2010

ii. 1337935
Délivrance : le 16 janvier 1996
Expiration : le 16 janvier 2013

Pureté minimale de la

11
matiére active 5,5 x 107 spores/g
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Nature des impuretés
d’importance
toxicologique,
environnementale
et/ou économique

Le produit technique ne contient pas d’impureté ou de
microcontaminant figurant sur la liste des substances de la
voie 1 de la Politique de gestion des substances toxiques. Des
études publiées ont montre que Bacillus subtilis produit de
petits peptides et peptidolipides antibiotiques agissant
principalement contre les bactéries Gram positives mais aussi
contre les bactéries Gram négatives, les levures et les
champignons. On retrouve notamment des peptidolipides
intracellulaires (mycosubtiline), des peptidolipides cycliques
extracellulaires (facteur Aspergillus, bacillomycine
A/B/D/F/L/R/S, eumycine, fengycine, iturine A et toximycine)
et des peptides cycliques extracellulaires (chaetomacine,
fongistatine, mycobacilline et facteur Rhizoctonia). On signale
une activité hemolytique pour certains peptidolipides. La
souche MBI 600 produit aussi une protéine antibiotique de

63 kilodaltons dont I’activité a été démontrée contre les
bactéries Gram positives et les champignons, mais pour
laguelle aucune toxicité chez les mammiféres n’a été relevée.

1.2 Propriétés physico-chimiques de la matiére active et de la préparation commerciale

Produit technique, la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, et sa préparation commerciale le

biofongicide liquide Integra

" Produit technique, la souche MBI 600 de Biofongicide liquide
Proprietés . o ™
Bacillus subtilis Integral

Couleur Beige-blanc Beige-blanc
Odeur Odeur de moisi Odeur de moisi
Etat physique Poudre mouillable Liquide
Garantie 5,5 x 10" spores/g 2,2 x 10" spores/ml
Masse volumique | 0,46 g/cm® + 0,03 g/cm® 1,104 1,22 g/ml &4 20°C

1.3  Mode d’emploi

Le biofongicide liquide Integra

ITM

sert a traiter les semences de canola afin de réprimer les

maladies des plantules (pourriture des semences, fonte et brilure des semis ainsi que pourridié)
causées par Rhizoctonia spp. et Fusarium spp. En outre, le mélange en cuve du biofongicide
liquide Integral ™ avec le traitement de semences liquide Helix ou Helix Xtra ou la suspension
insecticide-fongicide pour le traitement des semences Prosper FL permet de supprimer ces

maladies chez le canola.
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On applique le biofongicide liquide Integral™ mélangé avec un produit chimique de traitement

des semences de canola homologué au moyen d’un appareil commercial de traitement des
semences. On ajoute d’abord la quantité requise du produit chimique, puis on ajoute lentement le
biofongicide liquide Integral ™ & la solution et on mélange jusqu’a ce que celle-ci soit
homogeéne. La solution mélangée ne doit pas étre conservee durant plus de 72 heures avant de
I’appliquer a des semences.

La dose d’application est de 160 ml de biofongicide liquide Integral™ par 100 kg de semences,
que le produit soit utilisé seul ou mélangé en cuve avec le traitement de semences liquide Helix
ou Helix Xtra ou la suspension insecticide-fongicide pour le traitement des semences Prosper FL
aux doses indiquées sur I’étiquette. Si on I’utilise en combinaison, on ajoute d’abord la quantité
requise du produit chimique, puis on ajoute lentement le biofongicide liquide Integral™ a la
solution et on mélange jusqu’a ce que celle-ci soit homogene.

1.4 Mode d’action

La souche MBI 600 de Bacillus subtilis colonise rapidement les racines, s’établissant sans tarder
sur les semences et a la surface des racines ou il supplante les pathogénes fongiques racinaires
potentiels. De plus, lorsqu’on cultive la souche MBI 600 dans un milieu limité en nutriments, la
bactérie produit in situ une nouvelle protéine antifongique active contre divers pathogenes
racinaires (notamment Fusarium spp. et Rhizoctonia spp.), ce qui peut aussi contribuer a son
mode d’action.

2.0 Meéthodes d’analyse
2.1 Meéthodes d’identification du microorganisme

L’identification a I’espéce de Bacillus subtilis se fait au moyen des trousses commerciales

API 20E et API Rapid CH. L’identification de la souche a été effectuée par réactions en chaine
de la polymérase et séquencage de I’ADN du produit des réactions en chaine de polymérase a
I’aide d’amorces de I’ARNTr 16S suivi d’une recherche BLAST de la séquence, laquelle a
identifié I’isolat comme Bacillus subtilis. On se sert aussi d’un simple test d’étalement sur gélose
pour confirmer la morphologie des colonies de I’agent microbien de lutte antiparasitaire
(AMLA).

Pour distinguer la souche MBI 600 des autres souches de Bacillus subtilis, on peut recourir & la
chromatographie sur gel pour déterminer le poids moléculaire de la protéine antibiotique
caractéristique de la souche MBI 600. Ce poids moléculaire est environ trois fois plus élevé que
celui des isolats classiques de Bacillus subtilis. On effectue également un essai de diffusion sur
gélose pour vérifier I’activité du métabolite propre a la souche.
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2.2 Methodes de détermination de la pureté de la souche

Des spores de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis sont mises en suspension dans une solution
aqueuse de 10 % de glycérol et conservées a -80 °C dans une piéce a atmosphere contrblée
exclusivement affectée a la préparation de solutions meres. On échantillonne I’inoculant et on
détermine s’il est contaminé par d’autres bactéries en examinant la morphologie des colonies sur
des plaques de gélose nutritive standard. On entrepose de multiples aliquotes des cultures meres
de la souche MBI 600 dans deux congélateurs affectés exclusivement a cette fin. Les solutions
meres sont identifiées par un numéro de lot et la date a laquelle le contenant a été mis dans le
congélateur pour la premiére fois.

2.3 Meéthodes de détermination de la concentration de microorganismes dans le produit
destiné a la fabrication des préparations commerciales

D’abord, on vérifie régulierement la concentration de I’AMLA dans le produit technique qu’est
la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et le biofongicide liquide Integral ™ en dénombrant les
colonies obtenues par inoculation de dilutions successives des échantillons sur des plaques de
gélose nutritive apres 16 a 20 heures d’incubation a 37 °C, puis encore une fois aprés incubation
durant une seconde nuit. Cette méthode permet de détecter Bacillus subtilis sous forme de
cellules végétatives et d’endospores.

En second lieu, les propriétés antibiotiques de I’AMLA sont confirmées au moyen d’un essai de
diffusion sur gelose : on met la souche MBI 600 de Bacillus subtilis en culture sur des plaques de
gélose nutritive a 37 °C et le lendemain on recouvre les colonies de la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis d’un milieu Sabouraud contenant Botrytis cinerea, puis on incube le tout a 18 °C
durant quatre jours. On mesure ensuite les halos d’inhibition dans le milieu Sabouraud : un rayon
de 2 cm ou plus confirme que I’isolat est bien la souche MBI 600.

2.4  Meéthodes d’identification et de quantification des résidus (viables ou non viables)
du microorganisme actif et des métabolites pertinents

Bacillus subtilis est un microorganisme omnipresent dans la nature que 1’on a isolé a partir d’un
large éventail de milieux. L utilisation de la souche MBI 600 pour traiter des semences ne
devrait pas accroitre de facon significative les concentrations naturelles de ce microorganisme
dans I’environnement. Selon la United States Food and Drug Administration, certaines souches
de Bacillus subtilis ont été isolées d’échantillons d’aliments mis en cause dans des intoxications
alimentaires. Cependant, ces souches démontraient la capacité de produire une toxine d’une
grande stabilité thermique qui pourrait étre similaire a la vomitoxine produite par le Bacillus
cereus, un microorganisme pathogéne d’origine alimentaire connu. Selon les rapports, la souche
MBI 600 de Bacillus subtilis ne produit pas cette toxine. De plus, aucun effet de ce genre n’a été
signalé pour ce microorganisme aux Etats-Unis, ol il est homologué depuis 1994. En outre, on
n’a constaté aucun effet toxique ou pathogene sur des rats a qui I’on avait administré la souche
MBI 600 de Bacillus subtilis par voie orale. Par conséquent, aucune méthode n’est requise pour
quantifier les résidus viables ou non viables de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis.
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2.5  Meéthodes d’analyse des impuretés pertinentes dans le produit fabriqué

Pendant la fabrication, plusieurs méthodes sont utilisées pour limiter la contamination
microbienne du produit technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et du
biofongicide liquide Integral™. Ces méthodes comprennent I’utilisation de grandes quantités
d’inoculant, I’inoculation a des températures élevées, des vérifications fréquentes de la pureté
par mise en culture sur gélose, la stérilisation de tout le matériel et des milieux de culture et la
désinfection du matériel de récupération.

Les procédures de controle de la qualité visant a limiter la contamination microbienne durant la
fabrication du produit technique et du biofongicide liquide Integral™ sont acceptables. Des
veérifications périodiques de la qualité relative a I’identification du Bacillus subtilis sont réalisees
pendant le processus de fabrication par mise en culture sur des plagques et examen visuel de la
morphologie des colonies pour déceler d’éventuelles colonies inhabituelles. Le produit final est
aussi mis en culture sur gelose trypticase-soja pour deceler d’éventuels contaminants microbiens.
Toutes les colonies bactériennes et fongiques sont purifiées et identifiées par des méthodes de
typage classiques.

2.6 Méthodes pour démontrer I’absence de tout agent pathogéene pour les étres humains
et les mammiferes

Comme il est indiqué a la section 2.5, plusieurs méthodes sont utilisées pour limiter la
contamination microbienne du produit technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis et du biofongicide liquide Integral™. Ces procédures comprennent de fréquentes
vérifications de la pureté par culture sur gélose pour détecter la présence de toute colonie
inhabituelle et pour vérifier la morphologie des colonies.

Des données d’analyse jugées acceptables sur les contaminants microbiens ont été soumises pour
cing lots du biofongicide liquide Integral™. L’analyse comprenait des essais standard congus
pour déceler la contamination par des levures et les bactéries coliformes Staphylococcus et
Salmonella. Bien que le dépistage de microbes pathogenes précis ne fait pas partie du
programme régulier de contréle de la qualité, I’absence de microorganismes contaminants dans
un grand nombre de lots représentatifs indique que le programme d’assurance de la qualité du
fabricant est efficace pour limiter les microorganismes contaminants. Aucun autre essai de
dépistage de microbes précis n’est requis pour assurer I’innocuité du produit.

2.7 Methodes de détermination de la stabilité a I’entreposage et de la durée de
conservation du microorganisme

On a évalué la viabilité de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis dans la préparation
commerciale Integral™ en évaluant la garantie en fonction du temps & diverses températures
d’entreposage : la souche MBI 600 de Bacillus subtilis est restée viable a la teneur garantie dans
les conditions d’entreposage (25 a 28 °C I’été; 10 a 15 °C I’hiver) dans le produit technique
jusqu’a 27 mois et dans le biofongicide liquide Integral™ jusqu’a 19 mois.
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3.0 Effets sur la santé humaine et animale
3.1 Résumé — toxicité et infectiosité

La revue des ouvrages publiés a révélé que d’autres souches de Bacillus subtilis ont été mises en
cause dans un certain nombre de cas d’infections chez les étres humains et ont été identifiees
comme I’agent causal d’intoxications alimentaires. On a signalé chez des étres humains des cas
de cellulite postopératoire, de septicémie, de maladie respiratoire, d’endocardite et de
pneumonie. Dans bon nombre de cas, I’association de Bacillus subtilis n’est pas assez forte pour
qu’on I’identifie sans équivoque comme I’agent causal. De plus, le nombre d’infections
présumées est extrémement faible si I’on considere le nombre total de déclarations d’infections
bactériennes. Bon nombre de ces cas concernaient des abus de médicaments ou des patients tres
affaiblis. Comme Bacillus subtilis est omniprésent dans I’environnement, on s’attend a le
retrouver parfois en association avec d’autres microorganismes dans des cas d’infection. Seules
les personnes traitées avec des médicaments immunodépresseurs semblent vulnérables a
I’infection au Bacillus subtilis. Pour ce qui est des infections d’origine alimentaire, la United
States Food and Drug Administration a signalé que certaines souches de Bacillus subtilis avaient
été isolées d’aliments mis en cause dans des intoxications alimentaires. Cependant, ces souches
démontraient la capacité de produire une toxine d’une grande stabilité thermique qui pourrait
étre similaire a la vomitoxine produite par Bacillus cereus, un microorganisme pathogéne
d’origine alimentaire connu. Selon les rapports, la souche MBI 600 de Bacillus subtilis ne
produit pas cette toxine. De plus, aucune maladie de ce genre n’a été signalée pour ce
microorganisme aux Etats-Unis, ou il est homologué pour utilisation sur les cultures depuis
1994, ni au Canada ou il est homologué depuis 2007.

Chez les autres mammiferes, Bacillus subtilis a été mis en cause dans des cas de mastite bovine
et de troubles de la reproduction chez la chevre. Dans le cas de la mastite bovine, on n’a pas pu
exclure Bacillus subtilis comme agent causal. Chez les chévres présentant des problemes de
reproduction, on a trouvé une corrélation entre des charges bactériennes élevées dans les vagins
infectés et des symptémes cliniques. Cependant, Bacillus subtilis isolé des tissus infectés ne s’est
pas avéré pathogene pour la souris blanche suisse.

Des rapports mentionnent que Bacillus subtilis produit de petits peptides et peptidolipides
antibiotiques agissant principalement contre les bactéries Gram positives, mais aussi contre les
bactéries Gram négatives, les levures et les champignons, notamment des peptidolipides
intracellulaires (mycosubtiline), des peptidolipides cycliques extracellulaires (facteur
Aspergillus, bacillomycine A/B/D/F/L/R/S, eumycine, fengycine, iturine A et toximycine) et des
peptides cycliques extracellulaires (chaetomacine, fongistatine, mycobacilline et facteur
Rhizoctonia). On rapporte une activité hémolytique pour certains peptidolipides.

L’ARLA a examiné en détail la base de données toxicologique sur la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis. La base de données est compléte (voir I’annexe 1) et comprend les études
toxicologiques in vivo sur des animaux de laboratoire (toxicité/pathogénicité aigués par voie
orale et par inhalation, infectiosité aigué par voie intraveineuse, toxicité et irritation cutanées
aigués, sensibilisation cutanée et irritation oculaire) exigées pour I’évaluation des risques pour la
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santé, études qui ont été effectuées en suivant des protocoles internationalement reconnus et les
bonnes pratiques de laboratoire. Les demandes d’exemption ont été jugées acceptables en ce qui
concerne la toxicité cutanée aigué du biofongicide liquide Integral™ et Iirritation cutanée qu’il
pourrait causer.

Les données sont d’une grande qualité scientifique, et la base de données est jugée adéquate pour
caractériser la toxicité et I’infectiosité de I’AMLA et de la préparation commerciale.

Dans I’étude de pathogenicité/toxicité orale aigués, aucune toxicité significative n’a été observee
chez des rats CD aprés I’administration par gavage de 2 x 10° spores de la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis. L’AMLA a initialement été détecté dans les excréments, I’urine et le contenu
gastro-intestinal des rats traités, et dans le sang des rats traités au jour 7, mais il éetait
complétement éliminé des organes et des liquides au jour 22. Selon les résultats de cette étude, la
souche MBI 600 est d’une faible toxicite chez le rat lorsqu’elle est administrée par voie orale.

Dans I’étude de pathogenicité/toxicité par inhalation, on a observe de la mortalité apres
I’administration intratrachéale de la souche MBI 600 & des doses allant de 3,3 & 3,7 x 10% spores
viables par individu. Les symptomes cliniques observes étaient les suivants : horripilation,
posture courbée, démarche anormale, 1éthargie, paleur des extrémités, respiration accélérée,
respiration haletante, collapsus, perte de poids corporel (p.c.), diminution du gain de p.c. et
diminution de la température corporelle. Chez les rats survivants, des spores viables de I’AMLA
ont initialement été récupérees dans le caecum, les excréments, I’urine, le sang et d’autres
organes. Au jour 7, des spores viables étaient principalement récupérees dans la rate, le coeur et
le foie des animaux traités et, au jour 21, c’est uniqguement dans les excréments et le caecum des
animaux traités que des spores viables ont été retrouvées. Bien que I’on n’ait pas obtenu de
clairance compléte, un schéma de clairance bien précis a été déterminé. La toxicité observée
dans cette étude est conforme aux résultats d’autres études de toxicité aigué par inhalation
effectuées avec d’autres especes de Bacillus, et elle peut étre attribuée aux activites
hémolytiques de certains métabolites produits par Bacillus subtilis. Pour atténuer les risques
d’exposition par inhalation a la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, les préposés au mélange, au
chargement et a I’application de la préparation commerciale devront porter un masque
antipoussiére quand elles sont le plus susceptible d’étre exposées au produit par inhalation, c’est-
a-dire quand elles appliquent le produit a des semences ou manipulent les semences traitées.

Dans I’étude de I’infectiosité par voie intraveineuse, on n’a constaté aucune mortalité et aucun
signe clinique de toxicité ou de pathogénicité chez des rats CD apreés I’injection intraveineuse
d’au moins 10’ spores de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis dans une solution
physiologique saline. Aprés le traitement, on a initialement récupéré I’AMLA dans les
excréments, I’urine, le sang et divers organes de tous les rats traités. Le nombre de
microorganismes diminuait avec le temps et, au jour 21, on a seulement récupéré des spores dans
le foie et la rate des rats traités. Un schéma précis de clairance a pu étre établi. D apres les
resultants de cette étude, il n’y a aucune preuve de pathogénicité observée chez le rats a la suite
d’une injection intraveineuse de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis a une dose
approximative de 10’ UFC par animal testé.
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Dans I’étude de toxicité cutanée aigué, on n’a constaté aucune mortalité attribuable au traitement
et aucun signe clinique de toxicité, a part un tres léger érythéme et un trés léger cedéme chez les
lapins traités avec une suspension aqueuse de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis & une dose
de 2 ml/kg p.c. sur environ 10 % de la surface corporelle.

Dans I’étude d’irritation oculaire, on n’a observé qu’une légere irritation de la conjonctive

une heure aprés I’instillation de 0,1 ml d’une suspension de la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis dans le sac conjonctival de I’ceil droit de lapins néo-zélandais blancs. L’irritation s’était
complétement résorbée au jour 4. La souche MBI 600 de Bacillus subtilis est tres peu irritante
pour les yeux, puisque la cote moyenne maximale (CMM) s’est chiffrée a 4,6/110 (aux jours 1, 2
et 3), et I’indice maximum d’irritation (IMI) a 6/110 aux jours 1 et 2.

Dans I’étude de sensibilisation cutanée, la souche MBI 600 de Bacillus subtilis a provoqué une
réaction de sensibilisation chez des cobayes albinos aprés deux traitements d’induction avec
I’AMLA dans I’eau et dans une solution 50:50 d’adjuvant complet de Freund et d’eau. Puisque,
comme la plupart des microorganismes, la souche MBI 600 de Bacillus subtilis contient des
substances qui provoquent des réactions d’hypersensibilité chez des étres humains, on le
considéere comme un sensibilisant potentiel. Par conséquent, les mots indicateurs

« SENSIBILISANT POTENTIEL » doivent figurer sur les aires d’affichage principales des
étiquettes du produit technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et du
biofongicide liquide Integral ™, et les étiquettes doivent inclure des mises en garde exigeant le
port d’un équipement de protection individuelle et la manipulation prudente du produit afin de
réduire I’exposition des travailleurs.

Le fabricant a présenté une justification a I’appui de sa demande d’exemption de la présentation
d’une étude de toxicité cutanée et d’une étude d’irritation cutanée sur le biofongicide liquide
Integral™. L’ ARLA a accepté la demande pour les raisons suivantes : non-toxicité de la souche
MBI 600 de Bacillus subtilis dans I’étude de toxicité cutanée de la matiere active de qualité
technique; faible toxicité et non-pathogénicité de I’AMLA par voies orale, respiratoire et
intraveineuse; absence d’effet nocif sur les travailleurs qui fabriquent et utilisent la préparation
commerciale aux Etats-Unis depuis 1994; utilisation prévue dans des installations commerciales
de traitement des semences dotées d’un systéme de transfert fermé; non-toxicité et utilisation tres
répandue des produits de formulation de la préparation commerciale.

Le profil de toxicité observé dans les études de niveau 1 (toxicité/infectiosité aigué par voies
orale, respiratoire et intraveineuse) ne necessite pas d’études de niveau supérieur sur la toxicite
subchronique et chronique.
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La matiére active, la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, n’est pas reconnue pour étre
pathogéne chez I’étre humain ni pour perturber le systeme endocrinien. Aucune étude publiée ne
laisse croire que Bacillus subtilis peut nuire au systéme endocrinien des animaux. Les études
présentées sur la toxicité et I’infectiosité chez les rongeurs indiquent qu’apres exposition par
voie respiratoire ou orale, le systéme immunitaire demeure intact et est en mesure de réagir face
a I’AMLA et de I’éliminer. D’apres le poids de la preuve des données dont on dispose, on ne
prévoit aucun effet nocif de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis sur le systéme endocrinien ou
immunitaire.

3.2 Evaluation des risques associés a I’exposition professionnelle et occasionnelle
3.2.1 Exposition professionnelle

Les préposés a I’application, au mélange et au chargement qui manipulent le produit
conformément au mode d’emploi peuvent y étre exposés, principalement par contact avec la
peau, les yeux et par inhalation, le contact cutané étant la principale source d’exposition. Puisque
la peau intacte fait office de barriere naturelle contre la pénétration des microbes dans
I’organisme humain, I’absorption cutanée ne peut survenir qu’en présence de lésions cutanées ou
si le microorganisme est un agent pathogene doté de mécanismes de pénétration ou d’infection
de la peau, ou encore, si des métabolites susceptibles d’étre absorbés par la peau étaient produits.
Bacillus subtilis n’a toutefois pas été défini comme un agent pathogene lorsqu’il se trouve en
présence de lésions cutanées, et rien n’indique qu’il peut pénétrer la peau intacte de personnes en
bonne santé. De plus, les études ont montré que I’AMLA est peu toxique et ne provoque gqu’une
irritation cutanée minime.

Il existe un risque de toxicité pour les personnes exposées par inhalation a de grandes quantités
de spores de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis. On peut aussi s’attendre a ce qu’elles
développent une hypersensibilité respiratoire avec I’exposition répétée au produit. Il est donc
nécessaire d’inscrire sur I’étiquette des avertissements precis afin de réduire au minimum
I’exposition aux poussiéres du produit sec lors de sa manipulation et de son application. Pour
réduire le risque d’exposition par inhalation, les préposés au mélange, au chargement et a
I’application de la préparation commerciale devront porter un masque antipoussiére quand elles
sont le plus susceptibles d’étre exposées au produit par inhalation.

L’ARLA part du principe que tous les microorganismes contiennent des substances qui peuvent
provoquer des réactions d’hypersensibilité, peu importe les résultats obtenus lors des épreuves de
sensibilisation. Les énonceés sur I’étiquette (notamment « sensibilisant cutané ») et les mesures
d’atténuation des risques comme le port d’un équipement de protection individuelle - gants,
vétement a manches longues, pantalon « long », appareil respiratoire approuvé par le NIOSH
(doté d’un filtre N'95, P-95, R-95 ou HE), chaussures et chaussettes - est requis pour réduire au
minimum les risques d’exposition et protéger les préposés qui manipulent le produit, soit les plus
susceptibles d’étre exposees.
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3.2.2 Exposition occasionnelle

L’exposition du public par inhalation ou par voie cutanée devrait étre faible dans le cas du
traitement de semences de canola au biofongicide liquide Integral™ qui se fera a I’intérieur.
L’ARLA estime que, globalement, I’exposition occasionnelle ne posera aucun risque inutile
étant donné le profil peu toxique et peu pathogéne de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et
de la préparation commerciale.

L’étiquette de la préparation commerciale précise que le produit ne doit pas étre appliqué sur les
gazons en plaque, et les aires résidentielles ou récreatives. Le risque d’exposition cutanee
occasionnelle des adultes, des nourrissons et des enfants est donc faible. Comme le produit est
utilisé en contexte agricole, I’exposition des nourrissons et des enfants dans les écoles, les
résidences et les garderies sera probablement tres faible a inexistante. Par conséquent, on
s’attend a ce que le risque pour la santé des nourrissons et des enfants soit négligeable.

3.3 Evaluation des risques associés a I’exposition alimentaire

3.3.1 Aliments

Comme le biofongicide liquide Integral ™ ne sera appliqué qu’aux semences & I’intérieur,
I’exposition alimentaire par les produits alimentaires tirés des cultures de semences traitées
devrait étre tres faible. Par ailleurs, il est peu probable que I’exposition a I’AMLA par voie
alimentaire pose un risque indu pour les consommateurs, car aucun effet nocif n’a été signalé
aux doses de risque maximal dans I’étude de toxicité aigué par voie orale de niveau | présentée.
De plus, Bacillus subtilis est omniprésent dans la plupart des milieux terrestres.

Le profil de toxicité observé dans les études de niveau 1 (toxicité/infectiosité aigués par voies
orale, respiratoire et intraveineuse) ne nécessite pas d’études de niveau supérieur sur la toxicité
subchronique et chronique. Les risques chroniques associés a I’exposition alimentaire pour la
population générale et les sous-populations vulnérables, comme les nourrissons et les enfants, ne
sont donc pas préoccupants.

3.3.2 Eau potable

On considere qu’il est tres peu probable que la souche MBI 600 de Bacillus subtilis atteigne des
milieux aquatiques par lessivage dans le sol a partir de semences traitées au biofongicide liquide
Integral™. Etant donné que la souche MBI 600 de Bacillus subtilis n’est généralement pas
reconnue comme un microorganisme aquatique, elle ne devrait pas proliférer dans les milieux
aquatiques a la suite de son application directe ou indirecte (par exemple, lessivage) a des plans
d’eau. En outre, on ne considere pas que Bacillus subtilis constitue un risque pour I’eau potable.
D’ailleurs, Bacillus subtilis ne fait pas partie des indicateurs potentiels de contamination
microbienne ou de pathogénicité directe recherchés dans le cadre de la surveillance de I’eau
potable. La percolation dans le sol et le traitement de I’eau potable par les municipalités
réduisent tous deux la possibilité d’un transfert significatif de résidus a I’eau potable. De plus,
Iétiquette du biofongicide liquide Integral ™ précisera que les utilisateurs doivent éviter de
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contaminer les sources d’eau potable ou les habitats aquatiques lors du nettoyage de
I’équipement ou de I’élimination des déchets. Par conséquent, le potentiel d’exposition a cet
AMLA par I’eau potable et les risques connexes sont probablement minimes, voire inexistants.

3.3.3 RIisques alimentaires aigus et chroniques pour les sous-populations vulnérables

Il n’est habituellement pas possible de calculer des doses aigués de référence (DAR() et des
doses journaliéres admissibles (DJA) pour prédire les effets aigus et a long terme des agents
microbiens sur la population générale ou les sous-populations potentiellement vulnérables,
particulierement les nourrissons et les enfants. La méthode de la dose unique (dose de risque
maximal) dans les essais sur les AMLA est suffisante pour effectuer une évaluation générale
raisonnable du risque si aucun effet nocif significatif (c’est-a-dire, aucun critére d’effet
toxicologique préoccupant en matiere de toxicité, d’infectiosité ou de pathogénicité aigués) n’est
constaté dans les essais de toxicité et d’infectiosité aigués. Etant donné I’information disponible
et les données existant sur les risques, I’ARLA conclut que la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis présente une faible toxicité et n’est ni pathogene ni infectieuse pour les mammiferes et
que les nourrissons et les enfants ne sont sans doute pas plus vulnérables a cet AMLA que la
population en général. Ainsi, il n’y a pas d’effets de seuil préoccupants et il n’est donc pas
nécessaire d’effectuer des études approfondies (doses multiples) ou d’appliquer des facteurs
d’incertitude pour tenir compte de la variabilité au sein d’une méme espece et entre les especes,
des facteurs de sécurité ou des marges d’exposition. Enfin, de nombreuses études ne s’appliquent
pas pour cet AMLA. On peut citer I’analyse détaillée des profils de consommation alimentaire
des nourrissons et des enfants, I’étude de la vulnérabilité particuliere des nourrissons et des
enfants aux effets de I’AMLA (y compris les effets neurologiques de I’exposition prénatale ou
postnatale) et I’étude des effets cumulatifs de I’AMLA et d’autres microorganismes homologués
ayant le méme mécanisme de toxicité sur les nourrissons et les enfants. Pour ces raisons,
I’ARLA n’a pas utilisé de méthode fondée sur la marge d’exposition (marge de sécurité) pour
évaluer les risques associés a la souche MBI 600 de Bacillus subtilis pour la santé humaine.

3.4 Limites maximales de résidus

Dans le cadre du processus d’évaluation avant I’homologation d’un pesticide, Santé Canada doit
s’assurer que la consommation de la quantité maximale de résidus qui pourrait demeurer sur un
aliment lorsqu’un pesticide est utilisé conformément au mode d’emploi de I’étiquette ne
présentera pas de préoccupation pour la santé les étres humainse. Cette quantité maximale de
résidus prévue est alors fixée comme LMR en vertu de la Loi sur les produits antiparasitaires
aux fins des dispositions en matiére de falsification de la Loi sur les aliments et drogues. Santé
Canada fixe scientifiguement les LMR afin de s’assurer de I’innocuité des aliments consommes
par la population canadienne.

L utilisation du biofongicide liquide Integral™ pour traiter des semences ne devrait entrainer
aucune augmentation soutenue des concentrations de fond de cet organisme. Bien que la United
States Food and Drug Administration a relevé que certaines souches de Bacillus subtilis avaient
été isolées a partir d’aliments mis en cause dans des intoxications alimentaires, on a démontré
que ces souches peuvent produire une toxine d’une grande stabilité thermique semblable qu’on
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n’a cependant pas trouvée chez la souche MBI 600. Aucune maladie de ce genre n’a été signalée
pour cet AMLA aux Etats-Unis, oul il est homologué pour utilisation sur les cultures depuis
1994, ni au Canada ou il est homologué depuis 2007. Il n’est donc pas nécessaire de fixer une
LMR pour la souche MBI 600 de Bacillus subtilis en vertu de la Loi sur les produits
antiparasitaires.

3.5  Exposition globale

D’aprés les données expérimentales soumises sur la toxicité et I’infectiosité et les autres
renseignements pertinents dont dispose I’ARLA, on peut conclure avec une certitude raisonnable
que I’exposition globale aux résidus de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis ne posera aucun
risque pour la population canadienne en général, y compris les nourrissons et les enfants, pourvu
que cet AMLA soit utilisé pour traiter des semences conformément au mode d’emploi figurant
sur I’étiquette. L exposition globale regroupe toutes les expositions alimentaires prévues
(aliments et eau potable) et toute autre exposition non professionnelle (par contact cutané et par
inhalation) pour lesquelles il existe des données fiables. Méme si I’utilisation du biofongicide
liquide Integral™ causait une augmentation de I’exposition & ce microorganisme, il ne devrait
pas y avoir d’augmentation du risque pour la santé les étres humainse.

3.6 Effets cumulatifs

L’ARLA a examiné les données existantes concernant les effets cumulatifs des résidus de
I’AMLA et d’autres substances ayant un mécanisme de toxicité semblable, y compris les effets
cumulatifs sur les nourrissons et les enfants. L’ARLA n’a pas connaissance d’autres
microorganismes ou substances qui ont un mécanisme de toxicité semblable a celui de cet
AMLA, outre les souches de Bacillus subtilis naturellement présentes dans I’environnement ainsi
que le biofongicide Subtilex™ et le ProMix™ avec biofongicide, qui contiennent également la
souche MBI 600 de Bacillus subtilis comme matiére active. On ne prévoit pas d’effets cumulatifs
si des résidus de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis interagissent avec des souches
apparentées de cette espéce microbienne.

4.0 Effets sur I’environnement
4.1  Devenir et comportement dans I’environnement

Les essais sur le devenir dans I’environnement visent a démontrer si I’AMLA est capable de
survivre ou de se multiplier dans le milieu ou il est appliqué. Ces essais pourraient fournir des
indications sur le type d’organisme non ciblé susceptible d’étre expose et sur I’étendue de cette
exposition. Les données sur le devenir dans I’environnement (niveaux Il et 111) ne sont
normalement pas requises au niveau I; elles deviennent nécessaires lorsqu’on observe
d’importants effets toxicologiques chez des organismes non ciblés dans les essais de niveau .

Le demandeur n’a présenté aucune étude portant sur le comportement et le devenir dans
I’environnement de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, mais il a présenté certaines donnees
sur le devenir dans I’environnement de Bacillus subtilis dans le cadre de I’analyse documentaire
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sur Bacillus subtilis et pour étayer ses demandes d’exemption de présentation de données de
toxicologie environnementale.

Des especes de Bacillus sont communes dans le sol et dans la litiere végetale ou elles jouent un
réle important dans le cycle biologique du carbone et de I’azote. D’autres milieux comme I’eau
douce, I’eau de mer polluée, les sédiments des grands fonds marins, les aliments, le lait, les
produits pharmaceutiques, etc., peuvent avoir acquis des bacilles provenant du sol par le biais du
ruissellement, de la poussiére et de matiéeres végétales colonisées.

Le sol est considéré comme le principal habitat de la majorité des espéces de Bacillus. On a isolé
Bacillus subtilis de différents types de sols dans diverses régions du monde, notamment en
Australie, aux Etats-Unis, au Royaume-Uni, en Egypte, en Inde et en Allemagne. On a aussi
isolé Bacillus subtilis de champs dans lesquels on cultivait des pommes de terre, des vignes et du
riz. Dans une forét de pins du Royaume-Uni, on a trouvé Bacillus subtilis principalement sous
forme de cellules végétatives dans I’horizon minéral acide du sol, tandis que dans I’horizon
mineral alcalin, il était présent principalement sous forme de spores. Les populations totales de
Bacillus subtilis dans les horizons minéraux acide et alcalin étaient d’environ 7 x 10 UFC/g de
poids sec de sol pour les deux horizons. Ces concentrations représentent approximativement 22
et 13 % de la population bactérienne totale des horizons acide et alcalin, respectivement. La
proportion de cellules de Bacillus subtilis sous forme de spores dans les horizons acide et alcalin
était de 32 et 81 %, respectivement.

On trouve aussi fréquemment Bacillus subtilis sur et dans les végétaux. Dans une étude portant
sur les bactéries présentes sur les semences stérilisées en surface, on a trouvé des bacilles chez
quatre especes de mauvaises herbes dicotylédones (Abutilon theophrasti, Datura stramonium,
Ipomoea hederacea et Xanthium strumarium) et dans le soja (Glycine max). On n’a pas pu
établir de relation directe entre le pourcentage de semences comptant des bactéries et la
proportion de semences déterminées comme étant viables pour une espece en particulier. On a
aussi isolé Bacillus subtilis des graines d’autres espéces végétales, comme le poivron/piment
(Capsicum annuum) en Tunisie, le soja (Glycine max) aux Etats-Unis et en Ethiopie et le pois
chiche (Cicer arietinum) en Ethiopie.

Des souches de Bacillus subtilis ont également été isolées de la rhizosphére et des parties
aeriennes de végétaux. On a isolé des souches de Bacillus subtilis de la rhizosphere d’eillets aux
Etats-Unis, de plantules de café (Coffea arabica) en Inde, de la rhizosphére du colza en
Allemagne et au Royaume-Uni, et de la surface des racines de pommier aux Etats-Unis. On a
également isolé Bacillus subtilis de feuilles de géranium aux Etats-Unis, de la phyllosphére
d’avocat (Persea americana) en Afrique du Sud, de cicatrices foliaires de pommiers au
Royaume-Uni, du bois de vigne (Vitis vinifera) en Afrique du Sud, de I’érable rouge (Acer
rubrum) et de I’érable argenté (Acer saccharinum) aux Etats-Unis, et de fruits de citrus (Citrus
reticulutu et Citrus sinensis) en Australie.
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Plusieurs études sur la persistance du Bacillus subtilis dans le sol ont montré qu’en général les
populations des cultures introduites déclinent plus ou moins rapidement aprés leur introduction
dans des sols naturels. Lorsqu’elles sont introduites dans des sols qui contiennent déja une flore
microbienne naturelle, les populations de souches introduites de Bacillus subtilis vont
vraisemblablement décliner a 1 % ou moins de la population des souches indigenes de Bacillus
subtilis que le sol peut soutenir.

Une concentration initiale de 4,1 x 10° cellules végétatives/ml de Bacillus subtilis ajoutée & de
I’eau de lac non stérilisée a rapidement chuté a 8 cellules végétatives/ml apres incubation a 30 °C
pendant 48 heures. Durant cette période, la densité des spores est demeurée stable entre 5 a

8 spores/ml, indiquant que les spores de Bacillus subtilis demeurent stables dans I’eau de lac,
mais les cellules végétatives n’ont pas reussi a produire des spores dans ces conditions. Des
résultats similaires ont été obtenus lors des essais portant sur Bacillus subtilis dans de I’eau de
lac stérilisée. En outre, dans I’étude de toxicité sur la carpe exposée durant 30 jours (Cyprinus
carpio; voir la section 4.2.2), la souche MBI 600 de Bacillus subtilis a survecu dans de I’eau de
robinet déchlorée entre les périodes de renouvellement de trois jours, sans doute sous forme de
spores.

Aucune étude sur la persistance en milieu marin ou estuarien n’est disponible, mais selon divers
rapports, Bacillus subtilis a été isolé a partir du milieu marin, ce qui porte a croire qu’il y serait
naturellement présent. Bacillus subtilis a été isolé d’échantillons de sédiments et d’eau de mer et
a aussi été trouveé vivant en association avec des éponges, des ascidies et des coraux sans causer
d’effets nocifs.

L’application proposée a I’intérieur du biofongicide liquide Integral™ pour traiter les semences
de canola, suivie de la plantation & I’extérieur des semences traitées, ne devraient pas entrainer
une hausse soutenue des populations de I’AMLA au-dela de celles des espéces de Bacillus qui
vivent naturellement dans le sol.

4.2  Effets sur les especes non ciblées

Le demandeur a présenté une étude de toxicité orale sur les oiseaux, des études de toxicité sur
cing espéces d’arthropodes terrestres et une étude de toxicité sur les végétaux terrestres afin de
déterminer les risques associés a la souche MBI 600 de Bacillus subtilis pour les organismes
terrestres. Les risques pour les organismes aquatiques non ciblés ont été abordés dans une étude
de toxicité pour les poissons d’eau douce. L’ ARLA a accepté les demandes d’exemption
concernant les autres exigences en matiere de toxicologie environnementale. Les justifications de
ces demandes s’appuyaient sur I’ubiquité du Bacillus subtilis dans le sol et I’eau, dont les
populations n’augmenteront pas & la suite de I’utilisation du biofongicide liquide Integral ™
(appligué a des semences par du personnel qualifié dans un milieu intérieur contrdlé), sur le
profil de toxicité de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis mis en évidence par des études sur
des animaux de laboratoire et sur I’examen des études publiées qui a révélé quelques
observations d’effets nocifs sur des organismes terrestres et I’absence d’effets nocifs des
populations naturelles de Bacillus subtilis sur les organismes aquatiques.
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4.2.1 Effets sur les organismes terrestres

L utilisation proposée de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis pour traiter des semences
pourrait entrainer I’exposition d’oiseaux a I’AMLA par voie orale puisque des oiseaux
pourraient ingérer des aliments exposés a des semences traitées. La toxicité aigué et la
pathogénicité de I’AMLA pour les oiseaux ont été évaluées dans une étude sur le colin de
Virginie (Colinus virginianus). Trois groupes de colins de Virginie agés de 21 jours,
apparemment en bonne santé, ont recu pendant cing jours, par le jabot ou le proventricule, des
doses quotidiennes de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis (concentré GUS 378, 4 000 mg/kg
p.c./j), de métabolites hydrosolubles de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis (240 mg/kg p.c./j)
ou de spores lavéees de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis (3 680 mg/kg p.c./j) dans de I’eau
désionisée; on a observe les sujets durant une période totale de 30 jours. Un quatriéme groupe a
recu pendant cing jours 10 ml/kg p.c./j d’eau désionisée, a titre de groupe témoin négatif. De
plus, chaque groupe contenait aussi un oiseau non traité servant de témoin pour I’infectiosité. On
n’a relevé aucune mortalité ni aucun signe de toxicité ou de pathogenicité attribuable au
traitement pendant toute la durée de I’étude. A I’autopsie, on a constaté qu’une femelle ayant
recu les métabolites hydrosolubles et un male ayant recu la souche MBI 600 de Bacillus subtilis
présentaient des rates pales ou hypertrophiées. Ces effets sur la rate peuvent étre attribués a la
réaction immunologique normale aux corps étrangers, mais ils peuvent aussi étre attribués aux
effets hémolytiques signalés de certains métabolites hydrosolubles produits par Bacillus subtilis
(voir la section 3.1). L ’absence d’effet sur la rate des oiseaux traités avec des spores lavées de la
souche MBI 600 de Bacillus subtilis corrobore la possibilité d’une activité hémolytique, mais,
puisqu’un seul oiseau a ete affecté dans chaque groupe traité avec la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis et les métabolites hydrosolubles de la souche MBI 600 Bacillus subtilis, la cause exacte
de ces effets demeure équivoque. Peu importe la cause sous-jacente, les effets sur la rate étaient
tres limités, méme en conditions de risque maximal. Par conséquent, on estime que la souche
MBI 600 de Bacillus subtilis, les métabolites hydrosolubles de la souche MBI 600 Bacillus
subtilis et les spores lavées de la souche MBI 600 Bacillus subtilis sont peu toxiques et ne sont
pas pathogenes pour le colin de Virginie.

La possibilité que I’AMLA nuise aux arthropodes terrestres non ciblés a été évaluée par trois
études de toxicité : une sur I’abeille, une sur le ver a soie et une sur le coléoptere prédateur
Harmonia axyridis (coccinelle), le neuroptére prédateur Chrysoperla carnea (chrysope verte) et
I’acarien prédateur Phytoseiulus persimilis. Les études ont porté sur la poudre mouillable de
qualité technique 1K-1080 WP qui renferme la souche NCIM 12376 de Bacillus subtilis. Comme
il s’agit de la souche qui a donné naissance a la souche MBI 600, les deux sont considérées
équivalentes.

Dans I’étude sur I’abeille domestique (Apis mellifera), les individus ont été exposes par voie
alimentaire au produit 1K-1080 & une concentration de 1 x 10° unités formatrices de colonie
(UFC)/ml durant 48 heures, et la mortalité a été observée durant 20 jours. Aucun effet n’a été
observé sur la mortalité des abeilles, celle-ci étant méme plus élevée pour le groupe témoin (26,0
%) que pour le groupe traité (15,3 %). La concentration létale a 50 % (CLso) sur 48 heures a été
estimée a > 1 x 10 UFC/ml.
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L’étude sur le coléoptére prédateur Harmonia axyridis (coccinelle), le neuroptére prédateur
Chrysoperla carnea (chrysope verte) et I’acarien prédateur Phytoseiulus persimilis a porté sur
les effets de I’exposition a I’AMLA par voie alimentaire ou par contact. L’ARLA a jugé I’étude
acceptable méme si les périodes d’observation étaient beaucoup plus courtes que recommandées.
En résumé, on a évalué la toxicité aigué de I’AMLA par voie alimentaire pour des larves et des
adultes de coccinelles en les exposant a la poudre mouillable IK-1080 a raison de

1,5 x 10° UFC/mg d’aliments durant 24 heures (larves) ou 48 heures (adultes). On a observé la
mortalité et la croissance (nombre d’adultes émergeants) durant dix jours, mais on n’a remarqué
aucun effet important sur ces variables, tant chez les larves que chez les adultes. La CLsg pour la
toxicité aigué par voie alimentaire a été estimée & > 1,5 x 10° UFC/mg d’aliments.

On a évalué la toxicité aigué par contact de I’AMLA pour la chrysope verte (Chrysoperla
carnea) en immergeant une fois ses ceufs dans une solution de 1 x 10° UFC/ml d’1K-1080 WP et
en comptant le nombre d’ceufs qui étaient éclos trois jours plus tard. On a également exposé des
larves & I’IK-1080 WP & une concentration de 1,5 x 10° UFC/mg d’aliments durant 72 heures.
On a observeé la mortalité et la croissance (nombre d’adultes émergeants) durant 21 jours. Aucun
effet important sur la mortalité ou I’émergence (croissance) des ceufs ou des adultes de chrysope
n’a été constate. La CLso pour la toxicité aigué par contact (oeufs) a été estimée a > 1 x

10° UFC/ml, et la CLso pour la toxicité aigué par voie alimentaire (adultes) a été estimée a > 1,5
x 10° UFC/mg d’aliments.

On a évalué la toxicité aigué par contact de I’AMLA pour I’acarien prédateur Phytoseiulus
persimilis en exposant des adultes a des feuilles de haricot commun traitées au produit 1K-1080
WP (1 x 10° UFC/mI) & une dose de 4 mg/cm?, soit I’équivalent de 3,2 x 10° UFC/cm?, durant
72 heures et en surveillant la mortalité sur une période d’observation de 72 heures. Bien qu’on
ait observé une hausse de la mortalité dans le groupe esposé (12,5 %) par rapport au groupe
témoin (2,5 %), I’ARLA ne s’attend pas a ce que I’utilisation du biofongicide liquide Integral™
pour traiter des semences ait des effets nocifs sur les arthropodes, parce que cette étude portait
sur un scénario d’exposition peu probable compte tenu du profil d’emploi prévu du biofongicide
liquide Integral ™.

L’étude de toxicité par voie alimentaire de 48 heures sur des larves de ver a soie a consisté a
enduire des feuilles de mdrier d’une suspension de 1,66 x 10'° UFC/ml d’IK-1080 WP (dans une
solution de Tween 40) et d’en nourrir les larves durant deux jours. Apres I’exposition de

48 heures, on a donné aux larves des feuilles non traitées et on les a observées quotidiennement
durant environ 20 jours pour évaluer la mortalité, les signes de toxicité et la qualité des cocons.
Aucun effet n’a été observé sur ces variables. La CLsp pour la toxicité aigué par voie alimentaire
a été estimée & > 1,66 x 10*° UFC/m.

Dans I’étude de toxicité et de pathogeénicité chez les végétaux, des semences de Glycine max
cultivar Asgrow A-3427 ont été traitées avec la souche MBI 600 de Bacillus subtilis a des doses
correspondant & 10" et 10° spores viables par graine de semence. Les graines traitées (50) ont été
séchées et puis incubées pendant huit jours a 30, 35 ou 40 °C dans des boites de germination
Kimpack pour déterminer I’effet de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis sur I’apparence des
plantules a I’aide d’une clé de classement mise au point par le United States Department of
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Agriculture. Les semences non traitées et les semences traitées avec de I’eau ont été soumises au
méme régime, puis mises a germer. Le traitement avec la souche MBI 600 de Bacillus subtilis
n’a eu aucun effet sur le nombre de plantules normales dans les conditions de cette étude. Le seul
effet releve est un effet dépendant de la température, soit une réduction du nombre de plantules
normales a 35 °C comparativement a 30 °C, et I’absence de plantules normales a 40 °C dans tous
les groupes de traitement. Des références fournies dans le rapport d’étude mettent en cause
Bacillus subtilis dans des cas de pourriture des semences de soja. Ces rapports proviennent tous
d’un méme laboratoire qui ne disposait plus de cultures de Bacillus subtilis citées en référence
dans les publications originales. Un représentant du laboratoire a indiqué que les cultures en
cause étaient probablement I’espéce Bacillus megaterium au lieu de I’espéce Bacillus subtilis.
Cette étude démontre que la souche MBI 600 de Bacillus subtilis n’était ni pathogéne ni toxique
pour les semences de Glycine max cultivar Asgrow A-3427.

L’ARLA a accepté les demandes d’exemption des exigences relatives a la présentation d’une
étude de toxicité par voie respiratoire pour les oiseaux, d’une étude de toxicité pour les
mammiferes sauvages et d’une étude de toxicite pour les invertébrés autres que les arthropodes
sur la base des justifications suivantes. Bacillus subtilis est un microorganisme omniprésent dans
le sol, et I"utilisation du biofongicide liquide Integral ™ pour traiter les semences de canola ne
devrait pas accroitre de beaucoup la population naturelle du microorganisme en milieu terrestre.
En outre, le biofongicide liquide Integral™ est appliqué par du personnel qualifié dans un milieu
intérieur contrélé, et les semences traitées sont ensuite plantées a I’extérieur dans le sol. On
s’attend donc a ce que I’exposition des organismes terrestres non ciblés a la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis soit minime, en particulier I’exposition des oiseaux par voie respiratoire. Les
études publiées ne font aucune mention d’effets nocifs des populations naturelles de Bacillus
subtilis sur des oiseaux, mais des effets nocifs sur des mammiferes ont été observés dans
quelques études qui ont mis en cause Bacillus subtilis dans des cas de mastite chez des bovins et
de troubles de la reproduction chez des chévres. Aucun autre effet nocif sur des mammiferes n’a
été signalé malgré I’omniprésence du microorganisme dans I’environnement. De plus, les études
sur le rat présentées a I’appui de la demande d’homologation et résumées a la section 3.1
indiquent que le produit n’est pas pathogéne pour les rongeurs et qu’il est peu toxique pour la
plupart des voies d’exposition aux concentrations représentant un risque maximal a I’exception
de la voie respiratoire. La toxicité observée dans cette étude correspond aux resultats d’études
d’exposition par voie respiratoire a d’autres espéces de Bacillus et pourrait étre attribuable a
I’activité hémolytique de certains métabolites produits par Bacillus subtilis. On ne prévoit
cependant pas que le scénario d’exposition associé a I’ utilisation du biofongicide liquide
Integral™ dans des installations commerciales de traitement des semences dotées d’un systéme
de transfert fermeé n’entraine des effets nocifs de ce genre sur des mammiferes non ciblés.
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Quant aux lombrics et aux autres macroorganismes du sol, une étude a porté sur I’utilisation
possible de la souche VM 132 Bacillus subtilis comme agent de lutte biologique contre le
nématode cécidogene (Meloidogyne incognita) parasite de la tomate. En effet, les plants cultivés
a partir de semences inoculées presentaient un nombre significativement inférieur de galles
formées par les nématodes, mais le mode d’action n’a pas été elucidé, et la relation pathogéne
n’a pas été établie. Par contre, une autre étude publiée, dans laquelle 20 a 30 nématodes (larves
de stade 4 ou jeunes adultes hermaphrodites) de I’espece Caenorhabditis elegans ont été
transférés de tapis d’Escherichia coli souche OP50 a des tapis de Bacillus subtilis souche PY79
incubés sur une gélose avec infusion coeur-cervelle a 25 °C, n’a montré aucune toxicité ou
pathogénicité du Bacillus subtilis pour le nématode. Bacillus subtilis n’est généralement pas
considéré comme un pathogene des invertébrés autres que les arthropodes.

Pour les autres microorganismes du sol, le demandeur n’a présenté aucune étude portant sur les
risques associés a la souche MBI 600 de Bacillus subtilis. Ces données ne sont pas requises,
méme si le produit vise a lutter contre des microorganismes nuisibles, car, Bacillus subtilis étant
une composante normale du sol, il ne devrait nuire ni a des espéces de microorganismes
d’importance environnementale ou économique, ni a des processus biogéochimiques ou
interviennent des microorganismes.

D’apreés toutes les données disponibles concernant les effets de la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis sur les organismes terrestres, on peut étre raisonnablement certain que I’utilisation
proposée du biofongicide liquide Integral™ pour traiter des semences ne nuira pas aux oiseaux,
mammiferes sauvages, arthropodes, invertébrés autres que les arthropodes, végétaux et
microorganismes non ciblés.

4.2.2 Effets sur les organismes aquatiques

Dans I’étude sur la toxicité et I’infectiosité de Bacillus subtilis pour les poissons d’eau douce,
aucun signe de toxicité ou d’infectiosité attribuable au traitement n’a été constaté lorsqu’on a
exposé des carpes (Cyprinus carpio) a la souche MBI 600 de Bacillus subtilis dilué dans I’eau a
des concentrations nominales de 2,0 x 10° CFU/ml, de 2,0 x 10’ CFU/ml et de 2,0 x 10 CFU/m
sous régime statique ou de renouvellement. Les dosages microbiologiques effectués sur I’eau
utilisée montrent que I’AMLA demeure stable entre les renouvellements d’eau, probablement
sous forme de spores (voir la section 4.1).

L’ARLA a accepté les demandes d’exemption des exigences relatives a la présentation d’études
de toxicité sur les poissons estuariens et marins, les arthropodes aquatiques et les végétaux
aquatiques sur la base des justifications suivantes. L’utilisation du biofongicide liquide
Integral™ se limitera au traitement de semences dans des installations commerciales dotées d’un
systeme de transfert fermé. Ce profil d’emploi réduit au minimum I’exposition directe des
organismes aquatiques non ciblés. Comme le produit n’est pas destiné a étre appliqué
directement a des plans d’eau, la seule contamination prévue d’écosystemes aquatiques serait
indirecte, provenant du lessivage des semences traitées plantées dans le sol. Compte tenu des
concentrations prévues de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis sur les semences traitées et la
non-persistance des souches de Bacillus subtilis non indigénes introduites dans des sols qui
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contiennent déja une microflore naturelle (voir la section 4.1), on s’attend a ce que la quantité de
la souche MBI 600 de Bacillus subtilis qui atteindra des milieux aquatiques par lessivage soit
négligeable. Néanmoins, les propriétés biologiques de cet AMLA laissent croire que ses spores
peuvent survivre dans les écosystemes aquatiques (voir la section 4.1). Méme si Bacillus subtilis
est omniprésent dans la nature, on ne s’attend pas a ce qu’il représente un danger pour les
organismes aquatiques étant donné I’absence dans les ouvrages publiés de constat de maladie ou
d’autres effets nocifs associés a ce microorganisme chez des poissons ou d’autres organismes
aquatiques. On a méme étudié le potentiel probiotique de Bacillus subtilis chez de nombreux
animaux, y compris la dorade royale (Sparus aurata L.) et la crevette tigrée (Panaeus monodon).
Bien que ces études n’aient pas été précisément congues pour évaluer la toxicité potentielle et la
pathogénicité de Bacillus subtilis, elles n’ont montré aucun effet nocif évident.

D’apreés toutes les données disponibles concernant les effets de la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis sur les organismes aquatiques non ciblés, on peut étre raisonnablement certain que
I’utilisation proposée du biofongicide liquide Integral™ pour traiter des semences ne nuira pas a
ces organismes. A titre de précaution générale, on ajoutera & I’étiquette des énoncés exigeant que
les préposés qui manipulent le produit ne contaminent pas les sources d’eau potable ou
d’irrigation ou les habitats aquatiques en nettoyant I’équipement ou en éliminant les déchets.

5.0 Valeur
5.1 Allegations d’efficacité acceptables

5.1.1 Repression des maladies des plantules (pourriture des semences, fonte et brQlure
des semis ainsi que pourridié du canola) causées par Rhizoctonia spp. et Fusarium
spp. au moyen de I’utilisation du biofongicide liquide Integral™ seul

La souche MBI 600 de Bacillus subtilis, c’est-a-dire la matiére active du biofongicide liquide
Integral ™, inhibe efficacement la croissance de Rhizoctonia et de Fusarium en milieux liquide et
solide. En outre, des extraits cellulaires de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis sont aussi
efficaces pour inhiber la croissance fongique, ce qui montre que le mode d’action du
biofongicide liquide Integral ™ dépend non seulement de la concurrence avec les champignons
pathogénes pour I’obtention des ressources disponibles, mais aussi d’une action antibiotique
directe. La majorité des données présentées montrent des niveaux d’efficacité significatifs,
quoique faibles, du biofongicide liquide Integral™ contre les maladies des plantules (pourriture
des semences, fonte et brilure des semis ainsi que pourridié). Les évaluations de I’incidence et
de la gravité des maladies ont présenté des différences significatives. Lorsqu’on a regroupé en
une seule analyse les résultats des trois essais sur Rhizoctonia qui ont été présentés, le taux de
levée hative était plus élevé pour les semences traitées au biofongicide liquide Integral™ que
pour les semences témoins inoculées non traitées. On a observé une amélioration de 10 % de la
levée des semences traitées au biofongicide liquide Integral™ par comparaison aux semences
témoins inoculées non traitées. Dans les quatre essais en serre qui ont été présentés (deux sur
Rhizoctonia et deux sur Fusarium), le traitement des semences au biofongicide liquide
Integral™ a encore accru le taux de levée (hausses de 10 & 48 %) par rapport aux témoins non
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traités. Globalement, les niveaux de réduction de la maladie observés pour I’application du
biofongicide liquide Integral™ seul correspondent a la répression des maladies en question.

5.1.2 Suppression des maladies des plantules (pourriture des semences, fonte et bralure
des semis ainsi que pourridié) causees par Fusarium spp. et Rhizoctonia spp. au
moyen du mélange en cuve du biofongicide liquide Integral ™ et du traitement de
semences liquide Helix ou Helix Xtra ou de la suspension insecticide-fongicide pour
le traitement des semences Prosper FL

Dans des essais de terrain réalisés a plusieurs sites en 2007 et répétés en 2008, on a comparé
I"efficacité du mélange en cuve du biofongicide liquide Integral™ et du traitement de semences
liquide Helix avec I’efficacité du produit Helix appliqué seul. En 2007, le traitement des
semences au mélange en cuve a donné des hausses de 8 % du taux de levée hative et de 4 % de la
densité des tiges par rapport au traitement des semences au produit Helix XTra seul (moyennes
des données de tous les sites), ce qui s’est traduit par une hausse du rendement de 31 kg/ha. En
2008, le traitement des semences au mélange en cuve a donné une hausse d’environ 11 % de la
densité des tiges par rapport au traitement des semences au produit Helix XTra seul. En outre, les
deux années, I’évaluation visuelle a montré que les plants de canola étaient plus vigoureux dans
les parcelles ou I’on avait planté des semences traitées au mélange en cuve.

5.2  Phytotoxicité

Dans tous les essais, les traitements au biofongicide liquide Integral™ n’ont eu aucun effet nocif
préoccupant sur la croissance et le développement des cultures de canola par rapport aux témoins
(semences non traitées ou traitées a un produit chimique). On n’a observé aucun signe visible de
phytotoxicité ou de phytopathogénicité. D apres toutes les données presentées, I’application, aux
doses figurant sur I’étiquette, du biofongicide liquide Integral™ pour traiter des semences ne
devrait avoir aucun effet phytotoxique ou phytopathogene, ni d’autre effet nocif, sur la
croissance des cultures de canola.

54  Aspects économiques

Le demandeur a presenté I’analyse suivante (fondée sur des renseignements fournis par le
Conseil canadien du canola) de la contribution économique prévue du biofongicide liquide
Integral ™. Les maladies des plantules de canola donnent souvent lieu & des peuplements réduits
ou clairsemés ou a des peuplements de plants peu vigoureux et, en bout de ligne, a des
rendements réduits qui causent d’importantes pertes financiéres pour les producteurs agricoles.
Ceux-ci décident souvent de réensemencer, ce qui leur colte cher en temps et en argent. Outre
les colts évidents du réensemencement (colts des semences, du carburant et en temps), il faut
tenir compte du colt du traitement chimique supplémentaire des semences puisque la plupart des
semences de canola sont vendues preétraitées. Aux colts directs du réensemencement, il faut
ajouter le colt d’une éventuelle deuxieme application d’herbicide et I’éventuelle perte de revenu
causée par le rendement réduit attribuable & I’ensemencement tardif. En se fondant sur le prix du
canola au moment de I’examen, on calcule que la hausse de rendement de 31 kg/ha observée
dans les essais au champ se traduit par une hausse du revenu de 9,88 $ par hectare. On estime
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que I’utilisation du biofongicide liquide Integral™ sur seulement 10 % de la superficie totale des

cultures de canola au Canada pourrait accroitre les revenus des producteurs de 6,4 millions de
dollars.

55  Durabilité
5.5.1 Recensement des produits de remplacement

La stratégie actuelle de gestion des maladies des plantules combine des pratiques de gestion
agronomique et le traitement chimique des semences. Les pratiques de gestion comprennent la
plantation de semences de qualité certifiées a une profondeur de 10 a 20 mm dans un sol ferme,
humide et suffisamment fertilisé lorsque la température est supérieure a 10 °C afin d’assurer une
germination rapide et vigoureuse. La rotation des cultures de canola avec des cultures autres que
les cruciféres comme des céréales (blé, orge) réduit aussi I’incidence des maladies. Le traitement
des semences a des mélanges chimiques fongicides constitue le principal moyen auquel
recourent les producteurs agricoles pour réduire I’impact des maladies des plantules. On estime
actuellement a plus de 90 % I’intensité de traitement. Plusieurs produits de traitement chimique
des semences sont actuellement homologués pour utilisation sur le canola, notamment le
traitement de semences liquide Helix ou Helix Xtra ou la suspension insecticide-fongicide pour
le traitement des semences Prosper FL, mais aucun produit biologique n’est homologué pour
lutter contre les maladies des plantules de canola.

5.5.2 Compatibilité avec les pratiques actuelles de lutte antiparasitaire, y compris la lutte
antiparasitaire intégrée

Le biofongicide liquide Integral™ présente une bonne compatibilité avec le traitement de
semences liquide Helix ou Helix Xtra ou la suspension insecticide-fongicide pour le traitement
des semences Prosper FL, il assure une excellente innocuité des semences et améliore la levée du
canola et I’établissement des cultures. L’utilisation du biofongicide liquide Integral™ en
combinaison avec un traitement chimique des semences offrira au producteur de canola un outil
supplémentaire qui a un mode d’action différent pour combattre les maladies des plantules. Le
biofongicide s’intégre bien a une stratégie de lutte intégrée contre ces maladies.

5.5.3 Renseignements sur I’acquisition, réelle ou potentielle, d’une résistance

I n’y a pas de donnée disponible sur I’acquisition d’une résistance a la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis dans le biofongicide liquide Integral ™. Compte tenu de son mode d’action, la
souche MBI 600 de Bacillus subtilis ne devrait pas susciter de résistance chez les populations
visées. La souche MBI 600 colonise rapidement les racines, s’établissant sans tarder a leur
surface et ne laissant pas de place aux pathogénes fongiques. Des peptides et protéines
antifongiques produites in situ par cette bactérie contribuent probablement aussi a la répression
des pathogénes des racines. Comme I’exclusion compétitive semble constituer le principal mode
d’action contre les pathogénes fongiques, le risque que des souches résistantes apparaissent au
sein des populations de Rhizoctonia et de Fusarium serait tres faible, car les organismes ciblés ne
développent généralement pas de résistance a ce mode d’action.
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5.5.4 Contribution a I’atténuation des risques et a la durabilité
Le biofongicide liquide Integral ™ est un produit antiparasitaire microbien dont le mode d’action
est fondé sur I’inhibition et I’exclusion compétitives de Rhizoctonia spp. et Fusarium spp. sur les
semences et les racines de canola. 1l s’agit d’un produit biologique qui vise a offrir une
protection supplémentaire contre les maladies des plantules de canola et qui, a titre de
biopesticide microbien, est peu susceptible de nuire a la santé de la population et de
I’environnement du Canada.

6.0 Considérations relatives a la Politique sur les produits antiparasitaires
6.1  Considérations relatives a la Politique de gestion des substances toxiques

La gestion des substances toxiques est encadrée par la Politique de gestion des substances
toxiques du gouvernement fédéral, laquelle est fondée sur le principe de précaution et une
approche préventive a I’égard des substances qui pénétrent dans I’environnement et qui
pourraient causer des dommages a I’environnement ou affecter la santé les étres humainse. La
Politique oriente les décideurs et établit un cadre de gestion scientifique pour faire en sorte que
les programmes fédéraux demeurent conformes a ses objectifs. Un des principaux objectifs de
gestion consiste a éliminer de I’environnement les substances toxiques qui résultent surtout de
I’activité les étres humainse et qui sont persistantes et bioaccumulables. La Politique désigne ces
substances sous le nom de substances de la voie 1.

Dans le cadre de I’examen de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, I’ARLA a tenu compte de
la Politique de gestion des substances toxiques du gouvernement fedéral et a suivi sa directive
d’homologation DIR99-03, Stratégie de I’Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire
concernant la mise en ceuvre de la Politique de gestion des substances toxiques. Elle a aussi
examiné les microcontaminants dans le produit technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis, et les produits de formulation dans la préparation commerciale. L’ARLA en a
conclu que :

Le produit technique, la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, ne répond pas aux critéres
de la voie 1, car la matiére active est un organisme biologique et qu’elle n’est donc pas
assujettie aux criteres utilisés pour définir la persistance, la bioaccumulation et les
propriétés toxiques des produits antiparasitaires chimiques. Il n’y a pas non plus de
produits de formulation, de contaminants ou d’impuretés présents dans la préparation
commerciale qui répondraient aux criteres de la voie 1. Par conséquent, on ne s’attend
pas & ce que I’utilisation du biofongicide liquide Integral™ pour traiter des semences
donne lieu a I’introduction de substances de la voie 1 dans I’environnement.
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6.2  Produits de formulation et contaminants préoccupants pour la santé ou
I’environnement

Le produit technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, et la préparation
commerciale biofongicide liquide Integral™ ne contiennent ni produit de formulation ni
contaminant préoccupants pour la santé ou I’environnement figurant sur la Liste des formulants
et des contaminants de produits antiparasitaires qui soulévent des questions particuliéres en
matiere de santé ou d’environnement, publiée dans la Gazette du Canada, Partie Il, volume 139,
numéro 24, pages 2641 a 2643.

7.0 Sommaire
7.1 Methodes d’analyse du microorganisme tel que fabriqué

L’ARLA juge que les données de caractérisation de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis sont
adéquates pour évaluer les risques que posent ces substances pour la santé les étres humainse et
I’environnement. Le produit a été pleinement caractérisé, et les spécifications sont corroborées
par I’analyse d’un nombre suffisant de lots. Bien que le dépistage de microbes pathogénes précis
ne fait pas partie du programme régulier de contrdle de la qualité, I’absence de microorganismes
contaminants dans un grand nombre de lots représentatifs indique que le programme d’assurance
de la qualité du fabricant est efficace pour limiter les microorganismes contaminants. Aucun
autre essai de dépistage de microbes précis n’est requis pour assurer I’innocuité du produit.

Les données sur la stabilité a I’entreposage étaient suffisantes pour corroborer une durée de
conservation du biofongicide liquide Integral™ d’au moins 19 mois & 4 & 30 °C.

7.1 Santé et sécurité les étres humainses

Les études sur la toxicité et I’infectiosité aigués présentées a I’appui de la demande
d’homologation de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et du biofongicide liquide Integral™
sont jugées suffisamment complétes pour rendre une décision concernant leur homologation.

La souche MBI 600 de Bacillus subtilis est peu toxique chez le rat lorsqu’il est administré par
voie orale ou cutanée. On a observé une toxicité significative de I’AMLA administré par
inhalation, mais il ne s’est révélé ni pathogene ni infectieux par voie respiratoire ou
intraveineuse. La toxicité observée cadre bien avec les résultats d’études sur la toxicité par
inhalation d’autres especes de Bacillus (par exemple, Bacillus thuringiensis) et serait attribuable
a une réaction toxicologique non spécifique a la tres forte dose administrée ou a la présence
possible de métabolites hémolytiques dans la préparation.

L’ARLA a accepté les demandes d’exemption de présentation de données sur la toxicité cutanée
aigué du biofongicide liquide Integral™ et I’irritation cutanée qu’il pourrait causer. La souche
MBI 600 de Bacillus subtilis présente une faible toxicité cutanée et ne cause qu’une irritation
minimale de la peau et des yeux.
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Une étude de sensibilisation cutanée a montré que Bacillus subtilis est un agent sensibilisant, on
présume d’ailleurs que tous les pesticides microbiens sont des sensibilisants potentiels.
L’exposition répétée a de fortes concentrations de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis
pourrait entrainer des réactions allergiques chez certaines personnes. Par conséquent, I’ARLA
exige que les mots indicateurs « SENSIBILISANT POTENTIEL » figurent sur les aires
d’affichage principales des étiquettes du produit technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis, et du biofongicide liquide Integral™. Les mesures visant & réduire au minimum
I’exposition des travailleurs comprendront le port de I’équipement de protection individuelle
approprié (vétement a manches longues, pantalon long, chaussures, chaussettes et gants) et d’un
respirateur ou masque facial filtrant la poussiere et les gouttelettes.

Comme Bacillus subtilis est un microorganisme indigene du sol, il est peu probable que
I"utilisation proposée du biofongicide liquide Integral™ pour traiter des semences laisse des
résidus sur des aliments destinés a la consommation les étres humainse ou animale. Bien qu’on
ait isolé certaines souches de Bacillus subtilis a partir d’aliments mis en cause dans des cas
d’intoxications alimentaires, aucun cas de ce genre n’a été signalé pour I’AMLA aux Etats-Unis
ou son utilisation sur des cultures est homologuée depuis 1994. En outre, il a été montré lors
d’études de niveau | sur la toxicité et I’infectiosité aigués faisant intervenir une dose de risque
maximal, que la souche MBI 600 de Bacillus subtilis n’était pas toxique par voie orale, ni
pathogene, ni infectieuse par les voies pulmonaire et intraveineuse. Par conséquent, on prévoit
que le risque associé aux résidus présents dans ou sur les produits agricoles sera négligeable,
voire nul, pour I’ensemble de la population (y compris les nourrissons et les enfants) et les
animaux. Par conséquent, il n’est pas nécessaire de fixer une LMR pour la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis.

7.2 Risques pour I’environnement

Le demandeur a présenté suffisamment de renseignements et de données sur le devenir dans
I’environnement et les effets écotoxicologiques pour appuyer I’homologation du produit
technique, c’est-a-dire la souche MBI 600 de Bacillus subtilis, et du biofongicide liquide
Integral™ qui contient la souche MBI 600 de Bacillus subtilis.

Les études sur les effets environnementaux présentées pour évaluer les risques que pose la
souche MBI 600 de Bacillus subtilis pour les organismes non ciblés montrent que I’AMLA n’est
pas toxique ni pathogene pour les oiseaux, les poissons d’eau douce, les arthropodes terrestres et
les graines de semence de végétaux terrestres. L’ARLA a jugé acceptables les demandes
d’exemption de présentation de données sur les autres groupes d’organismes non ciblés, soit les
mammiferes, les invertébrés autres que les arthropodes, les poissons estuariens et marins, les
arthropodes aquatiques et les vegétaux aquatiques. Les justifications de ces demandes
s’appuyaient sur I’ubiquité dans le sol et I’eau de Bacillus subtilis, dont les populations dans les
milieux terrestres et aquatiques n’augmenteront pas significativement a la suite de I’application
du biofongicide liquide Integral ™ & des semences par du personnel qualifié dans un milieu
intérieur contrélé. L’analyse documentaire n’a révélé aucune deéclaration d’effets nocifs des
populations naturelles de Bacillus subtilis sur des organismes aquatiques, mais elle a révélé
quelques observations d’effets nocifs possibles sur des organismes terrestres (soit un nématode
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phytopathogene et certains animaux d’élevage), effets qui n’ont été ni corroborés ni étudiés en
profondeur. D’apres les résultats des études de toxicité/pathogeénicité de la souche MBI 600 de
Bacillus subtilis sur des animaux de laboratoire et I’ubiquité de Bacillus subtilis dans
I’environnement, I’AMLA ne devrait pas présenter de risque pour les organismes terrestres ou
aquatiques non ciblés.

A titre de précaution générale, I’étiquette du produit comprendra des énoncés standards qui
interdiront aux préposés qui manipulent le produit de contaminer les sources d’eau d’irrigation et
d’eau potable et les habitats aquatiques au biofongicide liquide Integral™.

7.3 Valeur

L’allégation de répression des maladies des plantules de canola par le biofongicide liquide
Integral ™ utilisé seul pour traiter des semences est corroborée. L allégation de suppression de
ces maladies par le mélange en cuve du biofongicide liquide Integral™ avec le traitement de
semences liquide Helix ou Helix Xtra ou la suspension insecticide-fongicide pour le traitement
des semences Prosper FL est également corroborée.

8.0 Projet de décision réglementaire

L’ARLA de Santé Canada, en vertu de la Loi sur les produits antiparasitaires et de ses
reglements d’application, propose I’homologation compléte de la souche MBI 600 de Bacillus
subtilis et du biofongicide liquide Integral™, qui contient cette souche comme matiére active de
qualité technique, a des fins de vente et d’utilisation pour traiter des semences de canola contre
les maladies des plantules (pourriture des semences, fonte et brilure des semis ainsi que
pourridié) causées par Fusarium spp. et Rhizoctonia spp.

D’apres une évaluation des renseignements scientifiques a sa disposition, I’ARLA juge que, dans
les conditions d’utilisation approuvées, le produit a de la valeur et ne pose pas de risque
inacceptable pour la santé humaine ou I’environnement.
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Liste des abréviations

Liste des abréviations

HY
AMLA

ARLA
ARNTr
CExo
Clso
cm
CMM
CSEO
DARf
DJA
DLso
DSENO
DSEO
EPA

g

ha

IMI

]

kg

L

LMR
LQ
m.a.
ME
mg

ml
MSHA
NCIM
NIOSH

p.C.
PCR
ppm
sp.
spp.
™
UFC

microgramme

agent microbien de lutte antiparasitaire

Agence de réglementation de la lutte antiparasitaire
acide ribonucléique ribosomal

concentration efficace a 50 %

concentration létale a 50 %

centimetre

cote moyenne maximale

concentration sans effet observé

dose aigué de référence

dose journaliere admissible

dose létale a 50 %

dose sans effet nocif observé

dose sans effet observé

Agence de protection de I’environnement des Etats-Unis
gramme

hectare

indice maximum d’irritation

jour

kilogramme

litre

limite maximale de résidus

limite de quantification

matiére active

marge d’exposition

milligramme

millilitre

Mine Safety and Health Administration

National Collection of Industrial Microorganisms
National Institute of Occupational Safety and Health
degré Celsius

poids corporel

réaction en chaine de la polymérase

parties par million

espece

especes

trademark

unité formatrice de colonies
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Annexe | Tableaux et figures
Tableaul  Toxicité et infectiosité de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis et de la
préparation commerciale associée (biofongicide liquide Integral™)
Type d’étude Espeéce, souche et doses | Résultats Effets significatifs et Référence
commentaires
Toxicité aigué et infectiosité de la souche MBI 600 de Bacillus subtilis
Toxicité aigué et | Rat CD, 11/sexe, DLso> ~ 2 x 10° Aucune mortalité. NUméro de
infectiosité par | suspension de 1 % CFU/individu Légére diminution du gain " ARLA
voie orale dans de I’eau de p.c. observée au jour 15 1623586
distillée stérile chez 2 males traités a
(1,9a2,7x 108 I’AMLA et au jour 22 chez
UFC/individu), une femelle traitée a
sacrifices I’AMLA autoclavé.
aux jours 2, 8 et Récupération initiale de
15. I’AMLA dans les
excréments, I’urine et le
5/sexe traités avec contenu gastro-intestinal
I’AMLA autoclavé, (estomac, intestin gréle et
suspension de 1 % cacum); au jour 7,
dans de I’eau récupération dans le sang;
distillée stérile, au jour 22, clairance
20 ml/kg p.c. compléte de I’AMLA de
tous les organes et liquides
corporels. Aucune anomalie
significative a I’autopsie.
FAIBLE TOXICITEET
AUCUNE
PATHOGENICITE
Toxicité aigué Rat CD DLso>~3,5x 10° | Entre les jours 2 et 4 de la NUMéro de
et infectiosité UFC/individu période d’observation, mort ARLA
par inhalation 16 males et 15 femelles : de 5 des 16 males et de 3 1623587
suspension de 1 % dans des 15 femelles. Perte de
de I’eau distillée stérile, p.c. observée chez tous les
3,24 3,7 x 10° UFC/ind. individus trouvés morts;
1,2 ml/kg p.c., sacrifices pertes de p.c. ou faibles
aux jours 1, 2,8et15 gains de p.c. observés chez
des individus traités avec
5/sexe traités avec ’AMLA et ’AMLA
I’AMLA autoclavé, autoclavé. Horripilation,
suspension de 1 % dans posture courbée, démarche
de I’eau distillée stérile, anormale, léthargie, paleur
1,2 ml/kg p.c. des extrémités, respiration
accélérée, collapsus,
respiration haletante
observés chez de nombreux
rats traités avec I’AMLA et
I’AMLA autoclave.
Diminution de température
corporelle de 3a 4 °C chez
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Type d’étude

Espeéce, souche et doses

Résultats

Effets significatifs et
commentaires

tous les rats ayant recu
I’AMLA ou ’AMLA
autoclavé. Apres 24 h, les
températures corporelles
étaient revenues a la
normale. Aucun signe
macroscopique observé a
I’autopsie. Récupération
initiale de I’AMLA dans le
caecum, les excréments,
I’urine, le sang et divers
organes (cerveau, ceeur,
foie, reins, rate, ganglion
lymphatiques) des individus
traités; au jour 7,
récupération de spores
viables principalement dans
la rate, le coeur et le foie des
rats traités; au jour 21,
récupération de spores
uniquement dans les
excréments et le caecum des
rats traités.

TOXIQUE,
NON PATHOGENE

Aucune mortalité. Aucun

Infectiosité par | Rat CD, 13/sexe, DLs, > 4,0 x 107 X Numéro de
injection 42348 x 107 UFC/individu effetsurlegainenp.c.et | apy A
intraveineuse UFC/individu aucun signe apparent,de. .., | 1623589
toxicité ou de pathogénicité
5/sexe traités avec liée au Fraitement. Aucune
I’AMLA autoclavé, anomah_e obs_er\_/ée E:i
suspension de 1 % dans I’autqpsm. Diminution des
de I’eau distillée stérile, temperatures corporell_e§ de
3 milkg p.c ~3 °C chez les rats traités
apres 24 h. Récupération de
I’AMLA des excréments, de
I’urine, du sang et de divers
organes (principalement le
foie et la rate) apres
I’injection, la quantité
retrouvée diminuant au
cours de la période d’étude.
Au jour 22, récupération de
I’AMLA dans le foie et la
rate seulement.
AUCUNE
PATHOGENICITE
Toxicité et Lapin néo-zélandais_ ] DLso> 2 ml/kg Un mé_le, est,m(_)rt, ma_i§ cette | \uméro de
irritation blanc, 5/sexe, non dilué, | p.c. mo_rtallte n’était pas _Ilee al | PARLA
cutanées aigués 2 ml/kg p.c. traitement. Observation d’un 1623590

(équivalant a environ

tres léger érytheme ou
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Type d’étude

Espeéce, souche et doses

Résultats

Effets significatifs et
commentaires

10" UFC/kg p.c.)
appliqué sur 10 % de la
surface du corps.

cedéme (stade 1) aux sites de
traitement chez les individus
survivants lors du retrait du
timbre.

L’irritation avait disparu au
jour 3, soit 24 h apres le
retrait du timbre.

MINIMALEMENT
IRRITANT;
FAIBLE
TOXICITE

Cobaye albinos

24 h apres le test de

Sensibilisation SENSIBILISANT i Numéro de
cutanée provocation, la plupart des ' ARLA
Induction individus manifestaient un 1623592
10/sexe, injections érytheme et un cedeme bien
intradermiques avec définis (stade 2)
0,1 ml a) d’adjuvant (provocation avec AMLA a
complet de Freund 100 %) et 14 individus sur
dilué dans un volume 20 ayant recu le mélange
égal d’eau; b) de 5 % 50:50 d’AMLA et d’eau
d’AMLA dans de I’eau; avaient des réactions
c) de 5 % d’AMLA dans similaires. Erythéme modéré
un mélange 50:50 a grave (stade 3) chez 7
d’adjuvant complet de individus sur 20 aprés 48 h
Freund et d’eau. Apres et chez 8 individus sur 20
une semaine, application apres 72 h. Plus de la moitié
topique de 0,4 ml de la des individus présentaient
suspension de I’AMLA un cedéme modéré (stade 3)
pendant 48 h. agrave (stade 4) a48 h et
Provocation 72 h. Nécrose, plaques ou
Applications topiques de bordures nécrotiques
0,2 ml d’AMLA non observées chez
dilué et d’un mélange 12 individus sur 20 a 48 h et
50:50 d’AMLA et d’eau chez 6 individus sur 20 &
distillée sur des sites 72 h.
naifs
Irritation Lapin néo-zélandais CMM*=4,6/110 Apres 1h: légere rougeur et Numeéro de
oculaire blanc, 6 femelles, 0,1 ml | (24, 48 et72h) | €coulement de la I’ARLA
du produit technique IMI? = 6/110 conjonctive (stade 1) 1623593
sous forme de poudre (24 h) constatés. Apres 24 h :

(équivalant a

10° UFC/individu), dans
le sac conjonctival de
I’ceil droit

chémosis constaté (stade 1).
Irritation disparue au jour 4.

MINIMALEMENT
IRRITANT
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de ’AMLA par les voies
orale aigué, respiratoire et
intraveineuse; absence
d’effet nocif sur les
travailleurs qui fabriquent et
utilisent la préparation
commerciale aux Etats-Unis
depuis 1994 et au Canada
depuis 2007; utilisation
prévue dans des installations
commerciales de traitement
des semences de canola
dotées d’un systeme de
transfert fermé; non-toxicité
et utilisation trés répandue
des produits de formulation
de la préparation
commerciale.

Toxicité aigué et irritation - Biofongicide liquide Integral™

Toxicité et \(thfstlfu(:jatlon 3 appui DEMANDE IJ’ARLdA a acc:epte I_a Numéros de

irritation d,“”e e{‘_‘a” e| ot D’EXEMPTION e_ma”t € pour ‘is r?"?to,”j 1 | PARLA

cutanées aigues | 3 €xemption (plutotque |\ coppreE sutvantes : non-toxicite aula | 1 g53590

) : les données exigées sur souche MBI 600 de Bacillus

- preparation |2 pré fi btilis dans I"étude d 1623586,

commerciale a preparation SUDLINS dans | etude de 1623587,
commerciale) toxicite cutanée; faible 1622722

toxicité et non-pathogénicité 1622723'

1 CMM = cote moyenne maximale

2 IMI = indice maximum d’irritation

Tableau 3

Tableau 4

Tableau 5

Tableau 6

Criteres d’effets toxicologique aux fins de I’évaluation des risques pour la
santé associés au biofongicide liquide Integral™

Sommaire intégre de la chimie des résidus dans les aliments

Apercu de la chimie des résidus dans les aliments - Etudes sur le

métabolisme et évaluation des risques

Devenir et comportement dans I’environnement
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Tableau 7  Toxicité pour les espéces non ciblées
Organisme Exposition Substance a I’essai Effets S|gn!f|cat|fs 55 Référence
commentaires
Organismes terrestres
Vertébres
Oiseaux Orale aigué Souche MBI 600 de | DLs, (30 jours) > 2,4 x 10° UFC/kg | Numéro de
Colin de Bacillus subtilis, p.c. I’ARLA
Virginie 30 individus (ou 4 000 mg m.a./kg p.c./j) 1623596
Métabolites
hydrosolubles de la DLsy > 240 mg m.a./kg p.c./j)
souche MBI 600 de
Bacillus subtilis,
10 individus DLso = 2,2 x 10° UFC/kg p.c.
(ou 3 680 mg m.a./kg p.c./j)
Spores lavées de la
souche MBI 600 de | Aucun signe de toxicité ou de
Bacillus subtilis, pathogénicité. Aucune mortalité.
10 individus Aucun effet apparent sur le p.c. ou
la consommation alimentaire par
Eau déionisée, rapport aux témoins. A I’autopsie,
10 individus rate pale ou hypertrophiée observée
chez une femelle ayant recu les
métabolites hydrosolubles et chez
un male ayant regu la souche MBI
600 de Bacillus subtilis.
FAIBLE TOXICITE, NON
INFECTIEUX
Inhalqtlon Présentation d’une demande d’exemption s’appuyant sur Numeéros de
Injection I’ubiquité dans I’environnement de Bacillus subtilis, dont I’ARLA
les populations n’augmenteront pas significativement en 1623597,
raison de I’utilisation de I’AMLA pour traiter des semences | 1623596
et pour lequel I’exposition des oiseaux par voie respiratoire
devrait étre minime, sur I’absence d’observation d’effets
nocifs des populations naturelles de Bacillus subtilis sur des
oiseaux dans les études publiées et sur le profil de toxicité
de I’AMLA dans les études sur des animaux de laboratoire.
DEMANDE D’EXEMPTION ACCEPTEE
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Organisme

Exposition

Effets significatifs et

Substance a I’essai .
commentaires

Référence

Mammifeéres
sauvages

Aucune étude ni demande d’exemption n’a été présentée.
Etant donné I’ubiquité de Bacillus subtilis dans
I’environnement, I’utilisation de I’AMLA pour traiter des
semences ne devrait pas accroitre significativement ses
populations. Les études publiées rapportent peu
d’observations d’effet nocif des populations naturelles de
Bacillus subtilis; cette bactérie a toutefois été mise en cause
dans des cas de mastite bovine et de troubles de la
reproduction chez des chévres. Aucun autre effet nocif n’a
été signalé malgré I’ubiquité du microorganisme dans
I’environnement. Les études de toxicité/infectiosité aigué
(voies orale, respiratoire, intraveineuse et cutanée) sur des
rats indiquent une clairance compléte ou un schéma précis
de clairance de I’AMLA chez les mammiféres. La toxicité
n’a été observée que par la voie respiratoire, ce qui
correspond a ce qu’on a observé pour d’autres especes de
Bacillus. On ne prévoit cependant pas que le scénario
d’exposition associé a I’utilisation du biofongicide liquide
Integral ™ dans des installations de traitement des semences
n’entraine des effets nocifs de ce genre sur des mammiferes
non ciblés.

Numéros de
I’ARLA
1623586,
1623587,
1623589,
1623590

Invertébrés

Organismes
terrestres —
Arthropodes

Abeille
domestique —
Toxicité par
voie
alimentaire

1K-1080 WP de
qualité technique,
contenant 1 x 10°
UFC/ml de la souche
MBI 600 de Bacillus
subtilis, 100 abeilles.

Clg 48 h > 1 x 108 UFC/ml

Aucun effet sur la mortalité des
abeilles domestiques n’a été
constaté durant la période
d’observation de 20 jours.

FAIBLE TOXICITE

Numéro de
I’ARLA
1623602

Coccinelle
(Harmonia
axyridis)-
Toxicité par
voie
alimentaire

IK-1080 WP de
qualité technique,
contenant 1 x 10°
UFC/ml de la souche
MBI 600 de Bacillus
subtilis.

Larves (n = 30) et
adultes (n = 30)
exposés (durant 24 et
48 heures,
respectivement) a 1,5
x 10° UFC/mg
d’aliments; période
d’observation de

10 jours

Aucun effet substantiel sur la
mortalité ou I’émergence
(croissance) des larves ou des
adultes.

CLs, (toxicité aigué par voie
alimentaire) > 1,5 x 10° UFC/mg
d’aliments.

Méme si la période d’observation
était beaucoup plus courte que les
21 a 30 jours recommandés, I’étude
est jugée acceptable.

ETUDE ACCEPTABLE

Numeéro de
I’ARLA
1623603
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Effets significatifs et

Organisme Exposition Substance a I’essai . Référence
commentaires
Arthropodes Chrysope 1K-1080 WP de Aucun effet substantiel sur la Numéro de
terrestres (suite) | verte qualité technique, mortalité ou I’émergence I’ARLA
(Chrysoperla | contenant 1 x 10° (croissance) des ceufs ou des 1623603
carnea) - UFC/ml de la souche | adultes.
Toxicité par MBI_ (_500 de Bacillus CLs, (toxicité aigué par contact
contact et subtilis pour les ceufs) > 1 x 10° UFC/ml
toxicite par . CLs, (toxicité aigué par voie
voie Exposition par alimentaire) > 1,5 x 10° UFC/mg
alimentaire contact : ceufs (n = d aliments
30) trempés une fois '
dans une solutionde | ¢
1 x 10° UFC/ml ETUDE ACCEPTABLE
et
exposition
alimentaire : larves
(n = 30) exposée
durant 72 heures a
1,5 x 10° UFC/mg
d’aliments; période
d’observation de 21
jours
Acarien IK-1080 WP de Hausse de la mortalité observée Numéro de
prédateur qualité technique, pour le groupe traité (12,5 % par ’ARLA
(Phytoseiulus | contenant 1 x 10° comparaison a 2,5 %). 1623603
persimilis) - | UFC/ml de la souche
Toxicité par | MBI 600 de Bacillus | Méme si la période d’observation
contact subtilis était beaucoup plus courte que les

Adultes (n = 40)
exposés durant 72
heures a des feuilles
de haricot commun
traitées a une dose de
4 mglcm? (équivalant
a

3,2 x 10° UFC/cm?);
période
d’observation de

72 heures.

21 a 30 jours recommandés, I’étude
est jugée acceptable.

ETUDE ACCEPTABLE
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Organisme

Exposition

Effets significatifs et

Substance a I’essai .
commentaires

Référence

Arthropodes
terrestres (suite)

Larves de ver
a soie -
Toxicité par
voie
alimentaire

IK-1080 WP de
qualité technique,
contenant 8,3 x 10
UFC/g de la souche
MBI 600 de Bacillus
subtilis

Aucun effet sur la mortalité ou la
qualité des cocons. CLs, (toxicité
aigué par voie alimentaire) > 1,66 x
10" UFC/m.

ETUDE ACCEPTABLE

Larves (n = 100)
nourries de feuilles
de mdrier enduites
d’une suspension de
1,66 x 10*° UFC/ml
de la substance a
I’essai; période
d’observation
d’environ 20 jours.

Groupe témoin non
traité : eau distillée et
Tween 40.

Groupe témoin
positif : Thuricide
WP contenant le
Bacillus
thuringiensis

Numéro de
I’ARLA
1623604

Invertébrés
autres que les
arthropodes

Toxicité
aigue -
lombric

Présentation d’une demande d’exemption s’appuyant sur
I’ubiquité dans I’environnement de Bacillus subtilis, dont
les populations n’augmenteront pas significativement en
raison de I’utilisation de I’AMLA pour traiter des semences;
une étude publiée indique qu’une souche de Bacillus
subtilis pourrait servir d’agent de lutte biologique contre le
nématode cécidogéne (Meloidogyne incognita) parasite de
la tomate, mais le mode d’action n’a pas été élucidé, et la
relation pathogene n’a pas été établie, tandis qu’une autre
étude n’a montré aucune toxicité ni pathogénicité de
Bacillus subtilis pour le nématode Caenorhabditis elegans.
Bacillus subtilis n’est généralement pas considéré comme
un pathogene des invertébrés autres que les arthropodes.

DEMANDE D’EXEMPTION ACCEPTEE

Numéros de
I’ARLA
1623612,
1623613
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Organisme Exposition Substance a I’essai Effets S|gn!f|cat|fs el Référence
commentaires
Mi Toxicité : . ) : 1o AE rAcantd :
icrobes du sol o Aucune étude ni demande d’exemption n’a été présentée. Sans objet
algue Des données sur les effets ne sont pas requises, méme si le
produit vise a lutter contre des microorganismes nuisibles,
car, Bacillus subtilis étant une composante normale du sol,
il ne devrait nuire ni a des espéces de microorganismes
d’importance environnementale ou économique, ni a des
processus biogéochimiques ou interviennent des
microorganismes.
Végétaux
Végétaux Toxicité Souche MBI 600 de | CEso > 10’ spores/graine de Numéro de
terrestres aigué Bacillus subtilis semence I’ARLA
(Glycine max 1623614
cultivar CSEO = 10’ spores/graine de
Asgrow semence
A-3427)
Aucun effet attribuable au
traitement n’a été observé.
NON TOXIQUE, NON
PATHOGENE
Organismes aquatiques
Vertébrés
Poissons d’eau | Toxicité Souche MBI 600 de | CEso > 2,0 x 108 UFC/ml Numeéro de
douce aigué Bacillus subtilis, ’ARLA
(Cyprinus 30 individus 1623598
carpio) CSEO = 2,0 x 108 UFC/mll
Aucun effet attribuable au
traitement n’a été observé.
NON TOXIQUE, NON
PATHOGENE
Poissons Présentation d’une demande d’exemption s’appuyant sur I’ubiquité dans :\’lxrgel_rgs de
estuariens et I’environnement de Bacillus subtilis, dont les populations n’augmenteront
marins pas significativement en raison de I’utilisation de I’AMLA pour traiter des 1623600,
semences et dont le potentiel de lessivage vers des milieux aquatiques 1623599,
devrait étre minime, et sur I’absence d’effet nocif des populations de igggggg
Bacillus subtilis sur des poissons estuariens ou marins dans les études '
publiées. En fait, une étude publiée a montré que I’administration par voie 1623607,
alimentaire de Bacillus subtilis a titre de probiotique potentiel a des dorades 1623608,
royales (Sparus aurata L.) n’a produit chez elles aucun effet toxique ou 1623609,
pathogéne. 1623612,
1623598

DEMANDE D’EXEMPTION ACCEPTEE
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Organisme Exposition Substance a I’essai Effets S|gn!f|cat|fs el Référence
commentaires
Invertébrés
Arthropodes Présentation d’une demande d’exemption s’appuyant sur I’ubiquité dans Numéros de
aquatiques I’environnement de Bacillus subtilis, dont les populations n’augmenteront I’ARLA
pas significativement en raison de I’utilisation de I’AMLA pour traiter des 1623610,
semences et dont le potentiel de lessivage vers des milieux aquatiques 1623605,
devrait étre minime, et sur I’absence d’effet nocif des populations de 1623606,
Bacillus subtilis sur des arthropodes aquatiques dans les études publiées. 1623607,
1623608,
DEMANDE D’EXEMPTION ACCEPTEE 1623609,
1623612,
1623598
Végétaux
Végétaux Présentation d’une demande d’exemption s’appuyant sur I’ubiquité dans Numéros de
aquatiques I’environnement de Bacillus subtilis, dont les populations n’augmenteront I’ARLA
pas significativement en raison de I’utilisation de I’AMLA pour traiter des 1623615,
semences et dont le potentiel de lessivage vers des milieux aquatiques 1623598,
devrait étre minime, et sur I’absence d’effet nocif des populations de 1623605,
Bacillus subtilis sur des végétaux aquatiques dans les études publiées. 1623607,
1623608,
DEMANDE D’EXEMPTION ACCEPTEE 1623609,
1623614,
1623579
Tableau 8  Autres produits homologués pour réprimer/supprimer Rhizoctonia et

Fusarium sur les semis de canola

. . ) . . Maladies Classement du fongicide
Matiere active Préparation commerciale T
combattues Groupe Mode d’action
Iprodione Foundation Lite, Nisso Foundation | Fonte des semis et M Sites multiples
Lite pourridié
Thirame Foundation Lite, Nisso Foundation | Fonte des semis et M Sites multiples
Lite pourridié

Azoxystrobine Dynasty 100FS Pourriture des 11 Respiration
semences, fonte et
brllure des semis

Fludioxonil Maxim 480FS Pourriture des 12 Transduction de
semences, fonte et signaux
brdlure des semis

Trifloxystrobine Trilex FS Pourriture des 11 Respiration
semences, fonte des
semis avant et apres
la levée

Meétalaxyl Apron FL, Allegiance FL, Pourriture des 4 Synthese des
semences, brilure des acides nucléiques
semis

Carbathiine Vitavax RS, Gaucho CS FL, Pourriture des 7 Respiration

Prosper FL, Prosper T 200,
Prosper FX

semences, fonte et
brilure des semis, et
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pourridié en début de

saison
Thirame Vitavax RS, Gaucho CS FL, Pourriture des M Sites multiples
Prosper FL, Prosper T 200, semences, fonte et
Prosper FX brllure des semis, et
pourridié en début de
saison
Métalaxyl Proposer FL, Prosper T 200, Pourriture des 4 Synthése des

Prosper FX

semences, fonte et
brilure des semis, et
pourridié en début de

acides nucléiques

saison
Difénoconazole Helix, Helix XTra, Tribune Maladies des 3 Transduction de
plantules sighaux
Meétalaxyl-M et Helix, Helix XTra, Tribune Maladies des 4 Synthese des
isomere-S plantules acides nucléigues
Fludioxonil Helix, Helix XTra, Tribune Maladies des 12 Transduction de
plantules sighaux
Tableau 9  Allégations d’utilisation proposées sur I’étiquette par le demandeur et

commentaires sur leur acceptabilité

Allégation proposée sur I’étiquette

Allégation corroborée

Proposition

Le traitement des semences & une dose de 160 ml
d’Integral ™ par 100 kg de semences réprime les
maladies des plantules (pourriture des semences,
fonte et bralure des semis et pourridié) de canola
causées par Rhizoctonia spp. et Fusarium spp.

Corroboration

Le traitement des semences a une dose de 160 ml
de biofongicide liquide Integral™ par 100 kg de
semences supprime partiellement les maladies des
plantules (pourriture des semences, fonte et
brdlure des semis et pourridié) de canola causées
par Rhizoctonia spp. et Fusarium spp.

Proposition

Le traitement des semences a une dose de 160 ml
par 100 kg de semences d’Integral™, mélangé en
cuve avec du Helix, du Helix XTra ou du Prosper
FL & la dose indiquée sur I’étiquette, réprime les
maladies des plantules (pourriture des semences,
fonte et bralure des semis et pourridié) de canola
causées par Rhizoctonia spp. et Fusarium spp.

Corroboration

Le traitement des semences a une dose de 160 ml
par 100 kg de semences de biofongicide liquide
Integral™, mélangé en cuve avec le traitement de
semences liquide Helix ou Helix Xtra ou la
suspension insecticide-fongicide pour le
traitement des semences Prosper FL a la dose
indiquée sur I’étiquette, supprime les maladies des
plantules (pourriture des semences, fonte et
bralure des semis et pourridié) de canola causées
par Rhizoctonia spp. et Fusarium spp.
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