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(Actes non législatifs)

REGLEMENTS

REGLEMENT (UE) N° 260/2014 DE LA COMMISSION
du 24 janvier 2014

modifiant, aux fins de son adaptation au progrés technique, le réglement (CE) n° 440/2008

établissant des méthodes d’essai conformément au réglement (CE) n® 1907/2006 du Parlement

européen et du Conseil concernant I'enregistrement, I'évaluation et l'autorisation des substances
chimiques, ainsi que les restrictions applicables a ces substances (REACH)

(Texte présentant de I'intérét pour I'EEE)

LA COMMISSION EUROPEENNE,
vu le traité sur le fonctionnement de I'Union européenne,

vu le réglement (CE) n® 1907/2006 du Parlement européen et
du Conseil du 18 décembre 2006 concernant l'enregistrement,
I'évaluation et l'autorisation des substances chimiques, ainsi que
les restrictions applicables a ces substances (REACH), instituant
une agence européenne des produits chimiques, modifiant la
directive 1999/45/CE et abrogeant le reglement (CEE)
n°793/93 du Conseil et le reglement (CE) n°® 1488/94 de la
Commission ainsi que la directive 76/769/CEE du Conseil et les
directives 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE et 2000/21/CE
de la Commission ('), et notamment son article 13, para-
graphe 3,

considérant ce qui suit:

(1)  Le réglement (CE) n°®440/2008 de la Commission (%)
définit les méthodes d’essai a appliquer pour déterminer
les propriétés physicochimiques ainsi que la toxicité et
I'écotoxicité des substances, aux fins du reglement (CE)
n° 1907/2006.

20 Il est nécessaire de mettre a jour le réglement (CE)
n° 440/2008 pour y inclure en priorité les méthodes
d’essai alternatives nouvelles et actualisées qui ont été
adoptées récemment par 'OCDE afin de réduire le
nombre danimaux utilisés a des fins expérimentales,
conformément a la directive 2010/63/UE du Parlement
européen et du Conseil du 22 septembre 2010 relative a

() JO L 396 du 30.12.2006, p. 1.
() JO L 142 du 31.5.2008, p. 1.

JO
JO

la protection des animaux utilisés a des fins scienti-
fiques (}) et a la directive 86/609/CEE du Conseil du
24 novembre 1986 concernant le rapprochement des
dispositions législatives, réglementaires et administratives
des Etats membres relatives a la protection des animaux
utilisés a des fins expérimentales ou a d'autres fins scien-
tifiques (*).

L'adaptation consiste en deux méthodes de détermination
des propriétés physicochimiques, notamment une mise a
jour de la méthode de détermination de la solubilité dans
leau et une nouvelle méthode d'essai du coefficient de
partage applicable a I'évaluation de la persistance, de la
bioaccumulation et de la toxicité (PBT); quatre nouvelles
méthodes et une méthode mise a jour pour la détermi-
nation de [écotoxicité ainsi que du devenir et du
comportement dans 'environnement; neuf méthodes de
détermination de la toxicité et des autres effets sur la
santé, dont quatre méthodes d’essai portant sur la toxicité
par inhalation, a savoir trois méthodes mises a jour et
une nouvelle méthode destinées a réduire le nombre
d’animaux utilisés et a améliorer I'évaluation des effets,
une mise a jour de la méthode d'essai concernant la
toxicité orale a doses répétées sur 28 jours visant a
inclure des paramétres d'évaluation de lactivité endo-
crine, une mise a jour de la méthode dessai toxicociné-
tique applicable a la conception et a la compréhension
des études toxicologiques et une mise a jour des
méthodes portant sur la toxicité chronique, la cancérogé-
nicité et I'évaluation combinée de la toxicité chronique et
de la cancérogénicité.

II convient des lors de modifier le réglement (CE)
n° 440/2008 en conséquence.

Les mesures prévues par le présent réglement sont
conformes a l'avis du comité institué par larticle 133
du reglement (CE) n® 1907/2006,

L 276 du 20.10.2010, p. 33.

L 358 du 18.12.1986, p. 1.
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A ADOPTE LE PRESENT REGLEMENT:

Article premier

L'annexe du réglement (CE) n® 440/2008 est modifiée conformément a l'annexe du présent réglement.

Article 2

Le présent reglement entre en vigueur le troisiéme jour suivant celui de sa publication au Journal officiel de
I'Union européenne.

Le présent réglement est obligatoire dans tous ses éléments et directement applicable dans tout
Etat membre.

Fait a Bruxelles, le 24 janvier 2014.

Par la Commission
Le président
José Manuel BARROSO
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ANNEXE

L'annexe du réglement (CE) n°® 440/2008 est modifiée comme suit:

1) le chapitre A.6 est remplacé par le texte suivant:

«A.6. SOLUBILITE DANS L’EAU

INTRODUCTION

La présente méthode d’essai est équivalente a la ligne directrice 105 (1995) de TOCDE pour les essais de produits
chimiques. Cette méthode d’essai constitue une révision de la ligne directrice 105 adoptée en 1981. S'il n'y a pas
eu de modification de fond, la présentation a été remaniée. La révision s'appuie sur la méthode d’essai “Hydro-
solubilité” de 'Union européenne (1).

REMARQUES PRELIMINAIRES

La présence d'impuretés peut considérablement modifier la solubilité d'une substance dans l'eau. La présente
méthode d’essai porte sur la mesure de la solubilité de substances essentiellement pures, stables dans I'eau et non
volatiles. Avant de déterminer la solubilité dans l'eau, il est utile de disposer d'informations sur la substance telles
que la formule développée, la pression de vapeur, la constante de dissociation et I'hydrolyse en fonction du pH.

Les deux méthodes décrites dans cette méthode d'essai, la méthode par élution sur colonne et la méthode du
flacon, couvrent respectivement les solubilités inférieures et supérieures 3 1072 gfl. Un essai préliminaire simple
est également décrit. I permet de déterminer approximativement la quantité de substance a utiliser dans I'essai
proprement dit, ainsi que le temps nécessaire pour atteindre la saturation.

DEFINITIONS ET UNITES

La solubilité d’une substance dans I'eau est la concentration massique de saturation de cette substance dans l'eau
a une température donnée.

La solubilité dans l'eau est exprimée en masse de soluté par volume de solution. L'unité SI est le kg/m?, mais on
utilise également le g/l.

SUBSTANCES CHIMIQUES DE REFERENCE

Il n'y a pas lieu d'employer des substances de référence lorsqu'on étudie une substance.

DESCRIPTION DES METHODES
Conditions de I'essai

L'essai est pratiqué de préférence a 20 °C + 0,5 °C. La température choisie sera maintenue constante dans toutes
les parties du dispositif expérimental ou elle peut avoir une influence.

Essai préliminaire

Des volumes d’eau croissants sont ajoutés progressivement a environ 0,1 g d’échantillon (les solides doivent étre
pulvérisés), a température ambiante, dans un flacon gradué de 10 ml fermé par un bouchon en verre. Apres
chaque ajout d'eau, le mélange est agité pendant 10 minutes. On vérifie ensuite visuellement si I'échantillon est
complétement dissous. Si des parties non dissoutes de I'échantillon subsistent apres I'addition de 10 ml d’eau,
l'essai se poursuit dans un flacon gradué de 100 ml. La solubilité approximative est indiquée dans le tableau 1,
au-dessous du volume d'eau qui dissout completement I'échantillon. Si la solubilité est faible, le temps requis
pour dissoudre la substance peut étre long et il faut attendre au moins 24 heures. Si aprés 24 heures la substance
n'est toujours pas dissoute, il y a lieu d’attendre jusqua 96 heures ou de procéder a une dilution plus poussée,
afin de déterminer s'il convient d'utiliser la méthode par élution sur colonne ou la méthode du flacon.

Tableau 1

ml deau dissolvant 0,1 0,5 1 2 10 100 > 100
0,1g

solubilité approxima- | > 1000 | 1000 a 200 | 200 a 100 | 100 a 50 | 50 a 10 | 10 a1 <1
tive en g/l
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10.

11.

12.

Méthode par élution sur colonne
Principe
1l s'agit d’éluer la substance a étudier avec de I'eau d’'une microcolonne remplie d’un support inerte et préala-

blement revétu d'un exces de la substance a étudier (2). La solubilité correspond au plateau de la courbe de la
concentration massique de I'éluat en fonction du temps.

Appareillage

L'appareil se compose d'une microcolonne (figure 1) thermostatée, reliée soit a une pompe de recirculation
(figure 2), soit a un réservoir de remise a niveau (figure 3). La microcolonne contient un support inerte maintenu
en place par un petit tampon de laine de verre, qui sert aussi a filtrer les particules. Divers matériaux peuvent
étre employés comme support: billes de verre, terre de diatomées ou autres matériaux inertes.

La microcolonne représentée a la figure 1 convient au montage comportant une pompe de recirculation. Elle a
un volume tampon correspondant a cinq fois le volume de son lit (les premiers cinq volumes de lit sont rejetés
au début de l'expérience) et au volume de cinq échantillons (prélevés pour analyse pendant I'expérience). On peut
cependant réduire le volume tampon a condition de pouvoir ajouter de l'eau au systeme pendant l'expérience
pour remplacer les premiers cinq volumes de lit éliminés avec les impuretés. La colonne est reliée, par un tuyau
en matériau inerte, a une pompe de recirculation capable de pomper environ 25 ml/h. La pompe de recirculation
peut étre, par exemple, une pompe péristaltique ou une pompe a membrane. Il faut veiller a ce que le matériau
du tuyau n'occasionne aucune contamination et/ou adsorption.

Un montage comportant un réservoir de remise a niveau est schématisé a la figure 3. Dans ce montage, la
microcolonne est munie d'un robinet d’arrét a une voie. Elle est reliée au réservoir de remise a niveau par un
tube en matériau inerte et un raccord en verre rodé. Le débit du réservoir de remise a niveau doit avoisiner
25 ml/h.

s

]

Raccordement pour joint en verre rodé

Dimensions en mm

Volume tampon
Diameétre intérieur 5
Diamétre extérieur 19

Tampon en laine de verre

m MmO N >

Robinet d’arrét
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Figure 2

T

Equilibrage atmosphérique
Débitmetre

Microcolonne

Pompe de circulation thermostatée

Pompe de recirculation

m g N W

Robinet a deux voies pour I'échantillonnage

Figure 3

Réservoir de remise a niveau (par exemple, un flacon de laboratoire de 2,5 litres)
Colonne

Collecteur de fractions

Thermostat

Tuyau en téflon

Joint en verre rodé

N I B S

Conduite d’eau (entre le thermostat et la colonne, diamétre intérieur d’environ 8 millimétres)

13. Verser environ 600 mg de matériau de support dans un flacon a fond rond de 50 ml. Dissoudre une quantité
appropriée de substance a étudier dans un solvant volatil de qualité pour analyse et ajouter une quantité
déterminée de cette solution au matériau support. Le solvant doit étre complétement évaporé, par exemple a
l'aide d'un évaporateur rotatif, sinon I'eau ne pourra pas saturer le support pendant I'élution a cause d’un effet de
répartition a la surface. Faire tremper le support chargé pendant deux heures dans environ 5 ml d’eau et verser la
suspension dans la microcolonne, ou bien verser le support sec dans la microcolonne déja remplie d’eau et le
laisser s'équilibrer pendant deux heures.
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18.
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20.

21.

22.

23.

Le chargement du support peut causer des problemes conduisant & des résultats erronés, par exemple lorsque la
substance a étudier est déposée sous forme d'huile. Ces problemes doivent étre examinés et détaillés dans le
rapport.

Méthode avec une pompe de recirculation

La circulation dans la colonne est amorcée. Il est recommandé d’appliquer un débit d’environ 25 ml/h, soit dix
volumes de lit par heure pour la colonne décrite. Les premiers cing volumes de lit au moins sont rejetés pour
éliminer les impuretés hydrosolubles. Aprés quoi, on laisse fonctionner la pompe jusqua ce que I'équilibre soit
atteint. L’équilibre est attesté lorsque I'analyse de cing échantillons successifs donne des concentrations qui ne
different pas de plus de + 30 % de facon aléatoire. Ces prélévements doivent étre séparés entre eux par des
intervalles de temps correspondant au passage d’au moins dix volumes de lit. Avec certaines méthodes analy-
tiques, il peut étre préférable de démontrer que I'équilibre est atteint a l'aide d’'une courbe de la concentration en
fonction du temps.

Meéthode avec réservoir de remise d niveau

Des fractions successives d'éluat sont recueillies et analysées suivant la méthode choisie. Les fractions du milieu
de Tintervalle d'élution, 1a ol la concentration demeure constante a * 30 % prés dans au moins cinq préleve-
ments consécutifs, servent a déterminer la solubilité.

L'eau bidistillée est le meilleur éluant. On peut aussi utiliser de I'eau désionisée, caractérisée par une résistivité
supérieure a 10 mégaohms/cm et une teneur totale en carbone organique inférieure a 0,01 %.

Pour chaque méthode, 'opération est répétée en réduisant le débit de moitié. Si les résultats des deux opérations
concordent, l'essai est satisfaisant. Si 'on mesure une solubilité plus élevée avec le débit inférieur, il y a lieu de
continuer a diminuer le débit de moitié jusqua ce que deux essais successifs donnent la méme solubilité.

Pour chaque méthode, il faut vérifier la présence de matieres colloidales dans les fractions, par détection de Teffet
Tyndall. La présence de particules fausse les résultats et l'essai doit étre répété apres avoir amélioré le pouvoir de
filtration de la colonne.

Le pH de chaque échantillon doit étre mesuré, de préférence au moyen de bandelettes indicatrices spéciales.

Méthode du flacon

Principe

La substance est dissoute dans l'eau (les solides doivent étre pulvérisés) a une température légerement supérieure
a celle de Tessai. Une fois la saturation obtenue, le mélange est refroidi et maintenu a la température de I'essai. Il
est toutefois possible de réaliser la mesure directement, a la température de lessai, si un échantillonnage
pertinent prouve que I'équilibre de saturation a été atteint. Ensuite, la concentration de la substance est déter-

minée par une méthode analytique appropriée (3). La solution analysée ne doit contenir aucune particule non
dissoute.

Appareillage

Le matériel suivant est requis:

— verrerie et instruments courants de laboratoire,

— dispositif pour agiter les solutions a température constante,

— si nécessaire, une centrifugeuse (thermostatée de préférence) pour les émulsions,
— équipement d’analyse.

Mode opératoire

Evaluer la quantité de substance nécessaire pour saturer le volume d’eau voulu, 2 la lumiére de I'essai prélimi-
naire. Introduire 'équivalent d’environ cinq fois cette quantité dans chacun des trois récipients en verre munis
d'un bouchon en verre (tubes a centrifuger, flacons, par exemple). Ajouter un volume d’eau, choisi en fonction
de la méthode analytique et de la gamme de solubilité, dans chaque récipient. Les récipients sont bouchés
hermétiquement et ensuite agités a 30 °C. Il convient d'utiliser un systéme d’agitation ou mélangeur capable de
fonctionner a température constante, par exemple un agitateur magnétique combiné a un bain-marie thermos-
taté. Apres un jour, laisser I'un des récipients s’équilibrer pendant 24 heures a la température de l'essai en
l'agitant de temps en temps. Centrifuger ensuite le contenu du récipient a la température de l'essai et déterminer,
par une méthode analytique idoine, la concentration de la substance dans la phase aqueuse limpide. Les deux
autres flacons sont traités de la méme manitre aprés avoir été équilibrés a 30 °C pendant deux et trois jours
respectivement. Si les concentrations mesurées au moins dans les deux derniers flacons ne different pas de plus
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24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

de 15 %, l'essai est satisfaisant. Si les résultats obtenus avec les flacons 1, 2 et 3 tendent a croitre, il est nécessaire
de refaire tout l'essai en appliquant des temps d’équilibrage plus longs.

L'essai peut aussi étre conduit sans préincubation a 30 °C. Afin d’estimer la rapidité avec laquelle s'établit
I'équilibre de saturation, des échantillons sont prélevés jusqua ce que la durée de lagitation n'influence plus
les concentrations mesurées.

Le pH de chaque échantillon doit étre mesuré, de préférence au moyen de bandelettes indicatrices spéciales.

Déterminations analytiques

Il est préférable d'employer une méthode d’analyse spécifique pour la substance, de petites quantités d'impuretés
solubles pouvant fausser gravement la mesure de la solubilité. Parmi les méthodes possibles, citons la chromato-
graphie en phase gazeuse ou liquide, le titrage, la photométrie, la voltamétrie.

RESULTATS ET RAPPORT
Résultats
Méthode par élution sur colonne

Pour chaque essai, il faut calculer la moyenne et I'écart-type sur au moins cing échantillons consécutifs issus du
plateau de saturation. Les moyennes établies a partir de deux essais pratiqués a des débits différents ne doivent
pas s'écarter de plus de 30 %.

Méthode du flacon

On calcule la moyenne des résultats obtenus avec chacun des trois flacons. Ces résultats ne doivent pas différer
de plus de 15 %.

Rapport d’essai
Meéthode par élution sur colonne

Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes:

— résultats de l'essai préliminaire,

— identité chimique de la substance et impuretés (étape de purification préliminaire, le cas échéant),
— concentration, débit et pH pour chaque échantillon,

— moyennes et écarts-type sur au moins cinq échantillons provenant du plateau de saturation pour chaque
essai,

— moyenne d’au moins deux essais successifs,

— température de l'eau au cours du processus de saturation,

— méthode d’analyse,

— nature du matériau du support,

— chargement du support,

— solvant utilisé,

— toute manifestation d'instabilité chimique de la substance pendant l'essai,

— toute information utile a l'interprétation des résultats, notamment en ce qui concerne les impuretés et I'état
physique de la substance.

Méthode du flacon

Le rapport d'essai doit comprendre les informations suivantes:
— résultats de 'essai préliminaire,

— identité chimique de la substance et impuretés (étape de purification préliminaire, le cas échéant),
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— résultats d'analyse individuels et moyenne si plus d'une valeur a été déterminée pour un méme flacon,

— pH de chaque échantillon,

— moyenne des valeurs de différents flacons lorsque celles-ci concordent,

— température de l'essai,

— méthode d’analyse,

— toute manifestation d'instabilité chimique de la substance pendant lessai,

— toute information utile & l'interprétation des résultats, notamment en ce qui concerne les impuretés et I'état
physique de la substance.

BIBLIOGRAPHIE:

(1) Directive 92/69/CEE de la Commission du 31 juillet 1992 portant dix-septieme adaptation au progrés technique

de la directive 67/548/CEE du Conseil concernant le rapprochement des dispositions législatives, réglementaires
et administratives relatives a la classification, I'emballage et I'étiquetage des substances dangereuses (JO L 383 du
29.12.1992, p. 113).

(2) NF T 20-045 (AFNOR) (septembre 1985). Produits chimiques a usage industriel — Détermination de la solubilité

dans T'eau des solides et liquides a faible solubilité — Méthode de I'élution sur colonne

(3) NF T 20-046 (AFNOR) (septembre 1985). Produits chimiques a usage industriel — Détermination de la solubilité

dans leau des solides et liquides a forte solubilité — Méthode du flacon.»

2) le chapitre A.23 suivant est ajouté:

«A.23 COEFFICIENT DE PARTAGE (1-OCTANOL/EAU): METHODE DU BRASSAGE LENT

INTRODUCTION

La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 123 (2006) de TOCDE pour les essais de produits
chimiques. La méthode du brassage lent a permis de déterminer avec exactitude des valeurs logarithmiques du
coefficient de partage 1-octanolfeau (Pqy) allant jusqua 8,2 (!). Aussi constitue-t-elle une approche expérimentale
appropriée pour la détermination directe du Py de substances fortement hydrophobes.

Les autres méthodes de détermination du coefficient de partage 1-octanol/eau (Ppg), sont la méthode par
agitation en flacon (2) et la méthode par HPLC phase inverse (3). La méthode par agitation en flacon est
sujette a des artéfacts dus au transfert de micro-gouttelettes d’octanol dans la phase aqueuse. Lorsque les
valeurs du Py augmentent, la présence de ces gouttelettes dans la phase aqueuse engendre une surestimation
croissante de la concentration de la substance d’essai dans I'eau. Aussi 'usage de cette méthode est-il limité aux
substances dont le log Pop est < 4. A partir de valeurs fiables du Pqy directement déterminées, la deuxiéme
méthode étalonne la relation entre le temps de rétention sur la colonne HPLC et des valeurs mesurées du Pqg. 11
existait un projet de ligne directrice de 'OCDE permettant de déterminer les coefficients de partage 1-octanol/eau
de substances ionisables (4), mais il ne doit plus étre utilisé.

La présente méthode d'essai a été élaborée aux Pays-Bas. La précision des méthodes décrites dans ce pays a été
validée et optimisée au cours d’un essai tournant de validation auquel ont participé 15 laboratoires (5).

REMARQUES PRELIMINAIRES
Signification et utilisation

Sagissant des substances organiques inertes, une relation trés significative a été mise en évidence entre leur
coefficient de partage 1-octanolf/eau (Pop) et leur bioaccumulation dans les poissons. De plus, une corrélation
entre le Py et, d'une part, la toxicité pour les poissons et, d'autre part, la sorption de produits chimiques sur des
solides tels que les sols et les sédiments, a également été démontrée. La référence (6) livre un large apercu de ces
relations.
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5. Des relations trés diverses entre le coefficient de partage 1-octanol/eau et d’autres propriétés des substances
intéressant la chimie et la toxicologie environnementales ont été établies. Le coefficient de partage 1-octanol/eau
est ainsi devenu un paramétre fondamental dans I'évaluation des risques des substances chimiques pour l'en-
vironnement et dans la prédiction du devenir de ces substances dans l'environnement.

Champ d’application

6. La méthode du brassage lent est censée réduire la formation de micro-gouttelettes de 1-octanol dans la phase
aqueuse, ce qui écarte le probleme de la surestimation de la concentration en phase aqueuse due a la présence de
molécules de la substance d'essai dans ces gouttelettes. Par conséquent, la méthode du brassage lent convient
particuli¢rement a la détermination du Png de substances dont le log P est supposément supérieur ou égal a 5,
gamme dans laquelle la méthode par agitation en flacon (2) tend a fournir des résultats fausséss.

DEFINITION ET UNITES

7. Le coefficient de partage d'une substance entre I'eau et un solvant lipophile (1-octanol) caractérise la répartition a
I'équilibre de la substance chimique entre les deux phases. Le coefficient de partage entre 'eau et le 1-octanol
(Pop) est défini comme étant le rapport des concentrations a 'équilibre de la substance d’essai dans du 1-octanol
saturé avec de l'eau (Cp) et dans de l'eau saturée avec du 1-octanol (Cg).

Por = Co/Cg

Le rapport de deux concentrations est une valeur adimensionnelle. Il est exprimé le plus souvent par son
logarithme décimal (log Pop). Le Pop dépend de la température et les résultats rapportés doivent préciser la
température de mesure.

PRINCIPE DE LA METHODE

8. En vue de déterminer le coefficient de partage, on laisse le systeme formé par l'eau, le 1-octanol et la substance
d’essai s’équilibrer a température constante. Ensuite, on mesure les concentrations de la substance d’essai dans les
deux phases.

9. La méthode du brassage lent, proposée ici, permet de réduire les difficultés expérimentales associées a la
formation de micro-gouttelettes dans la méthode par agitation en flacon. Avec le brassage lent, l'eau, le 1-
octanol et la substance d’essai s'‘équilibrent dans un réacteur thermostaté soumis a une agitation douce. Les
échanges entre les phases sont accélérés par le brassage. Ce dernier produit une légere turbulence qui favorise les
échanges entre le 1-octanol et l'eau sans provoquer la formation de gouttelettes (1).

APPLICABILITE DE L’ESSAI

10. La présence de substances autres que la substance d'essai risquant d'influencer le coefficient dactivité de la
substance d'essai, celle-ci doit étre testée a I'état pur. Il convient d’employer une substance d’essai présentant le
degré de pureté le plus élevé que I'on puisse trouver dans le commerce.

11. Cette méthode s'applique aux substances pures qui ne se dissocient ni s'associent et qui ne manifestent aucune
activité interfaciale sensible. Cette méthode convient également aux mélanges. Le cas échéant, les coefficients de
partage 1-octanolfeau déterminés varient en fonction de la composition chimique du mélange testé et de la
composition électrolytique employée comme phase aqueuse. A condition de prendre certaines mesures supplé-
mentaires, cette méthode peut aussi s'appliquer a des substances qui se dissocient ou s'associent (paragraphe 12).

12. Le partage des substances sujettes a la dissociation, telles que les acides organiques et les phénols, les bases
organiques et les composés organométalliques, entre I'eau et le 1-octanol comportant de multiples équilibres
dans ces phases, le Py est une constante conditionnelle qui dépend fortement de la composition électrolytique
(7) (8). D’ol1 la nécessité de contrdler le pH et la composition électrolytique lors de la détermination du Py et de
rapporter les valeurs de ces deux parametres. L'évaluation de ces coefficients de partage doit étre confiée a un
expert. Il convient de sélectionner des valeurs de pH appropriées d'apres la valeur de la ou des constantes de
dissociation, afin d’établir un coefficient de partage pour chaque état dionisation. Les composés organométal-
liques doivent étre testés a l'aide de tampons non complexants (8). A la lumiére des connaissances actuelles en
matiére de chimie en phase aqueuse (constantes de complexation et de dissociation), on choisira des conditions
expérimentales permettant d’estimer la formation d’especes par la substance d’essai en phase aqueuse. Il faut
instaurer une force ionique identique dans toutes les expériences en employant un électrolyte de fond.

13. Les substances peu solubles dans l'eau ou présentant un Pqy élevé peuvent engendrer des problemes dus au fait
que leurs concentrations dans I'eau sont si faibles quiil devient difficile de les déterminer avec exactitude. La
présente méthode d’essai livre des indications sur la maniére de traiter ce probleme.
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INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

Le degré de pureté des réactifs chimiques doit au moins correspondre a celui de la qualité pour analyse. Il est
recommandé dutiliser des substances d’essai non marquées de composition chimique connue et d’'une pureté
d’au moins 99 % ou des substances d'essai radiomarquées de composition chimique et pureté radiochimique
connues. Sil sagit de traceurs a demi-vie courte, on appliquera des corrections pour tenir compte de la
désintégration. Si la substance d’essai est radiomarquée, il y a lieu d’employer une méthode analytique spécifique
a la substance de telle sorte que la radioactivité mesurée se rapporte directement a la substance d’essai.

1l est possible d’estimer le log Pop avec les logiciels vendus dans le commerce a cet effet, ou en s'appuyant sur le
rapport des solubilités dans les deux solvants.

Avant de déterminer le Pyp par la méthode du brassage lent, il faut disposer des informations suivantes sur la
substance d’essai:

a) formule structurale;

b) méthodes analytiques appropriées a la détermination de la concentration de la substance dans l'eau et dans le
1-octanol;

¢) constante(s) de dissociation des substances ionisables [ligne directrice 112 de 'OCDE (9)];
d) solubilité dans I'eau (10);
€) hydrolyse abiotique (11);

f) biodégradabilité immédiate (12);

=

pression de vapeur (13).

g

DESCRIPTION DE LA METHODE
Matériel et appareillage

Cette expérience nécessite du matériel courant de laboratoire, et en particulier:

— des agitateurs magnétiques et des barres d’agitation magnétiques recouvertes de Teflon pour agiter la phase
aqueuse,

— des instruments d’analyse permettant de déterminer la concentration de la substance d’essai aux concen-
trations attendues,

— une bouteille & agiter munie d’un robinet & sa base. Suivant I'estimation du log Py et le seuil de détection de
la substance d’essai, on envisagera dutiliser un réacteur d'un volume supérieur a un litre, de la méme
géométrie, de maniére a obtenir un volume d’eau suffisant pour l'extraction et l'analyse chimiques de la
substance d’essai. La concentration de la substance d’essai dans l'extrait aqueux sera donc plus élevée, ce qui
rendra la détermination analytique plus fiable. Un tableau reproduisant des estimations du volume minimal
requis, le seuil de détection de la substance, 'estimation de son log Py et de sa solubilité dans I'eau figure en
appendice 1. Ce tableau se fonde sur la relation entre le log Pqy et le rapport des solubilités dans I'octanol et
dans l'eau, telle que présentée par Pinsuwan et al. (14):

log Por = 0,88 log SR + 0,41
avec
SR = Sy/Seay (en molarité),

et sur la relation donnée par Lyman (15) pour prédire la solubilité dans l'eau. Les solubilités dans I'eau
calculées avec 'équation donnée a l'appendice 1 sont a considérer comme une premiére estimation. Notons
que lutilisateur est libre d’estimer la solubilité dans I'eau & l'aide de n'importe quelle autre relation jugée
mieux représenter la relation entre 'hydrophobie et la solubilité. Sagissant des substances solides, 'inclusion
du point de fusion dans la prédiction de la solubilité est par exemple recommandée. Si T'on utilise une
équation modifiée, il faut vérifier que 'équation permettant de calculer la solubilité dans l'octanol est toujours
valable. Une bouteille a agiter recouverte d'une enveloppe de verre et d’'une capacité d’environ un litre est
schématisée en appendice 2. Les proportions de la bouteille représentée en appendice 2 se sont avérées
propices et doivent étre conservées si la dimension de l'appareil est modifiée,

— il est essentiel de maintenir la température constante durant le brassage lent, a 'aide d’un dispositif adéquat.
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18. Les récipients doivent étre composés d'un matériau inerte rendant négligeable l'adsorption a la surface des
récipients.

Préparation des solutions expérimentales

19. La détermination du P requiert un 1-octanol de la qualité la plus pure qui puisse se trouver dans le commerce
(au moins 99 %). Il est recommandé de purifier le 1-octanol par une extraction réalisée avec un acide, une base
et de l'eau, suivie d'un séchage. Le 1-octanol peut, en plus, étre purifié par distillation. Les solutions étalons des
substances d'essai doivent étre préparées avec du 1-octanol purifié. L'eau destinée a la détermination du Pqy doit
étre distillée a l'aide d’'un dispositif en verre ou en quartz, ou traitée par un systéme de purification, ou encore
étre de qualité HPLC. 1l convient de filtrer l'eau distillée & travers des mailles de 0,22 pm et d'inclure des blancs
afin de s'assurer que les extraits concentrés ne renferment pas d'impuretés susceptibles dinterférer avec la
substance d’essai. Si I'on emploie un filtre en fibres de verre, il faut le nettoyer en le laissant au moins trois
heures dans un four a 400 °C.

20. Afin de saturer chaque solvant par l'autre avant I'expérience, on les équilibre dans un récipient suffisamment
grand. Pour ce faire, le systeme a deux phases est soumis a un brassage lent durant deux jours.

21. Une concentration appropriée de la substance d’essai est choisie et dissoute dans du 1-octanol (saturé avec de
leau). Il y a lieu de déterminer le coefficient de partage 1-octanol/eau dans des solutions diluées dans du 1-
octanol et de l'eau. Aussi la concentration de la substance d'essai ne doit-elle pas excéder 70 % de sa solubilité
avec une concentration maximale de 0,1 M dans chaque phase (1). Les solutions de 1-octanol utilisées pour
I'expérience seront exemptes de substance d’essai en suspension a I'état solide.

22. La quantité appropriée de substance d’essai est dissoute dans du 1-octanol (saturé avec de I'eau). Si l'estimation
du log P est supérieure a 5, il faut s'assurer que les solutions de I-octanol utilisées pour l'expérience ne
renferment pas de substance d’essai en suspension a I'état solide. A cette fin, la procédure suivante est appliquée
pour les substances chimiques dont la valeur estimée de log Pop > 5:

— la substance d’essai est dissoute dans du 1-octanol (saturé avec de l'eau),

— on laisse reposer la solution suffisamment longtemps pour que la substance suspendue a I'état solide se
dépose. Durant la décantation, la concentration de la substance d’essai est mesurée en continu,

— une fois que les concentrations mesurées dans la solution de 1-octanol ont atteint une valeur stable, la
solution mere est diluée avec un volume approprié de 1-octanol,

— la concentration de la solution meére diluée est mesurée. Si la concentration mesurée concorde avec la
dilution, la solution mére diluée peut étre utilisée dans le processus expérimental du brassage lent.

Extraction et analyse des échantillons

23. Le dosage de la substance d'essai seffectue par une méthode analytique validée. Les chercheurs doivent prouver
que, durant l'essai, les concentrations dans le 1-octanol saturé avec de l'eau et dans la phase aqueuse saturée avec
du 1-octanol sont supérieures au seuil de quantification du procédé analytique employé. 1l y a lieu d'établir avant
I'essai le taux de récupération par l'analyse de la substance d’essai en phase aqueuse et en phase 1-octanol, dans
les cas ol des méthodes d’extraction s’averent nécessaires. Le signal analytique doit étre corrigé en fonction des
blancs et 'on veillera a éviter tout transfert de la substance a analyser d'un échantillon a l'autre.

24. Les concentrations des substances d’essai hydrophobes étant plutot faibles en phase aqueuse, il faudra proba-
blement extraire la substance de la phase aqueuse a l'aide d’un solvant organique et préconcentrer I'extrait avant
analyse. Pour la méme raison, il est nécessaire de réduire les éventuelles concentrations du blanc. A cette fin, on
emploie des solvants trés purs, de préférence des solvants pour l'analyse des résidus. En outre, un nettoyage
soigneux (par exemple lavage au solvant ou cuisson a haute température) de la verrerie avant l'expérience peut
diminuer le risque de contamination croisée.

25. 1l est possible d’estimer le log P a T'aide d'un programme d’estimation ou en faisant appel a un expert. Si sa
valeur est supérieure a six, d’'une part il convient d’étre tres attentif aux corrections en fonction du blanc et a tout
transfert de la substance a analyser d’'un échantillon a l'autre et, d’autre part, il est impératif d’utiliser un étalon de
substitution pour corriger le taux de récupération, de fagon a pouvoir atteindre des facteurs de préconcentration
élevés. Plusieurs logiciels d’estimation du log Py se trouvent dans le commerce ('), par exemple Clog P (16),
KOWWIN (17), ProLogP (18) et ACD logP (19). Les références (20-22) décrivent les différents procédés d’es-
timation.

(") Cette information n'est fournie qu’a titre indicatif. D'autres logiciels équivalents peuvent étre utilisés s'il est démontré qu'ils produisent
les mémes résultats.
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Les seuils de quantification pour la détermination de la substance d’essai dans le 1-octanol et dans I'eau sont
établis suivant des méthodes acceptées. Comme principe de base, le seuil de quantification de la méthode
employée peut étre considéré comme étant la concentration dans l'eau ou le 1-octanol qui produit un
rapport signal/bruit de dix. Il convient de choisir des méthodes d’extraction et de préconcentration appropriées
et de spécifier le taux de récupération de l'analyse. Le facteur de préconcentration doit étre choisi de facon a
produire un signal de l'intensité requise lors de la détermination analytique.

En fonction des paramétres de la méthode analytique et des concentrations escomptées, on détermine le volume
de I'échantillon qui permettra de déterminer avec exactitude la concentration de la substance d’essai. L'utilisation
d’échantillons aqueux trop petits pour obtenir un signal analytique suffisant est a éviter. Les échantillons aqueux
ne doivent pas non plus étre trop grands, car le volume d’eau restant risquerait d'étre insuffisant pour le nombre
minimal d’analyses requises (n = 5). L'appendice 1 indique les volumes minimaux des échantillons en fonction
du volume du récipient, du seuil de détection de la substance d'essai et de sa solubilité.

La quantification des substances d'essai seffectue par comparaison avec les courbes d'étalonnage des substances
d’essai. Les concentrations des étalons doivent figurer entre parenthéses a coté des concentrations relevées dans
les échantillons analysées.

Pour les substances d’essai dont le log Pnp estimé est supérieur a six, on verse un étalon de substitution dans
I'échantillon aqueux avant l'extraction afin de relever les pertes survenues durant I'extraction et la préconcen-
tration des échantillons aqueux. Pour que la correction du taux de récupération soit correcte, les étalons de
substitution doivent avoir des propriétés trés semblables ou identiques a celles de la substance d'essai. A cette fin,
on utilise de préférence des analogues isotopiques (stables) marqués de la substance dessai (perdeutériés ou
marqués au 1°C, par exemple). Si l'utilisation d'un isotope marqué stable, cest-a-dire marqué au >C ou au 2H,
est impossible, il faut démontrer, en s'appuyant sur des données fiables tirées de publications, que les propriétés
physico-chimiques de I'étalon de substitution sont trés proches de celles de la substance d’essai. Des émulsions
peuvent se former au cours de l'extraction liquide-liquide de la phase aqueuse. Pour réduire ce phénomene, on
peut ajouter du sel et laisser reposer 'émulsion toute une nuit. Les méthodes utilisées pour extraire et précon-
centrer les échantillons doivent étre mentionnées.

Les échantillons prélevés dans la phase 1-octanol peuvent, si nécessaire, étre dilués avec un solvant adéquat avant
l'analyse. De plus, l'utilisation d’étalons de substitution pour corriger la récupération est recommandée pour les
substances qui se sont avérées présenter un degré de variation élevé lors des essais de récupération (écart-type
relatif supérieur a 10 %).

Les détails de la méthode analytique devront figurer dans le rapport. Ceux-ci incluent la méthode d’extraction, les
facteurs de préconcentration et de dilution, les paramétres des instruments, le processus d’étalonnage, la gamme
d’étalonnage, la récupération de la substance d'essai présente dans l'eau par un procédé analytique, I'ajout
d’étalons de substitution pour corriger le taux de récupération, les valeurs des blancs, les seuils de détection
et les seuils de quantification.

Déroulement de I'essai

Rapports volumiques 1-octanol/eau optimaux

Les volumes d’eau et de 1-octanol sont choisis en fonction du seuil de quantification dans le 1-octanol et dans
l'eau, des facteurs de préconcentration appliqués aux échantillons aqueux, des volumes prélevés dans le 1-octanol
et dans l'eau et des concentrations prévues. Pour des raisons expérimentales, le volume de 1-octanol employé
dans le systeme de brassage lent doit étre choisi de telle sorte que la couche de 1-octanol soit suffisamment
épaisse (> 0,5 cm) pour quun prélevement puisse s'effectuer dans la phase 1-octanol sans la perturber.

Les rapports volumiques utilisés couramment pour analyser des substances dont le log Pqp est supérieur ou égal
a 4,5 sont de 20 a 50 ml de 1-octanol et de 950 a 980 ml d’eau dans un récipient d'un litre.

Conditions expérimentales

Durant l'essai, le réacteur est thermostaté de maniere a limiter la variation de température a moins de 1 °C.
Lessai doit étre conduit a 25 °C.

On protege le systéme expérimental de la lumiere du jour en effectuant l'essai dans une piece obscure ou en
recouvrant le réacteur d'une feuille d’aluminium.

L'essai doit étre mené dans un environnement aussi dépoussiéré que possible.

Le systeme 1-octanol/eau est agité jusqua ce que I'équilibre soit atteint. Le temps requis pour atteindre I'équilibre
est évalué au moyen d'un essai pilote de brassage lent au cours duquel on préleve de l'eau et de l'octanol
périodiquement. Les temps de prélevement doivent étre espacés d’au moins cinq heures.

Chaque détermination du Pqy doit seffectuer sur la base d’au moins trois essais de brassage lent indépendants.
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Détermination du temps requis pour parvenir a l'équilibre

. On admet que 'équilibre est atteint lorsque la régression du rapport des concentrations dans le 1-octanol et dans
l'eau en fonction du temps (la variable temps comprenant quatre point s) se traduit par une pente ne s'écartant
pas de maniére significative de zéro pour une valeur de p égale a 0,05. Le temps minimal requis pour atteindre
I'équilibre avant de pouvoir commencer les prélevements est d'un jour. En principe, le prélevement des sub-
stances dont le log P estimé est inférieur a cinq peut seffectuer au cours des deuxieme et troisieme jours. Il est
possible que le temps pour parvenir a I'équilibre soit plus long pour les substances plus hydrophobes. Pour une
substance ayant un log Pop égal a 8,23 (décachlorobiphényle), 144 heures ont été suffisantes pour atteindre
I'équilibre. L'équilibre est évalué par une série de prélévements effectués dans le méme récipient.

Début de lessai

. On commence par remplir le réacteur avec de l'eau saturée en 1-octanol. Ensuite, on attend que le systeme
atteigne la température requise par le thermostat.

. La quantité voulue de substance dessai (dissoute dans le volume requis de 1-octanol saturé en eau) est ajoutée
soigneusement au réacteur. 1l s'agit d’'une étape critique de I'essai car il faut éviter le mélange turbulent des deux
phases. A cette fin, la phase 1-octanol peut étre versée doucement a l'aide d'une pipette sur la paroi du récipient
d’essai, & proximité de la surface de I'eau. Elle ruissellera ainsi le long de la paroi et formera un film au dessus de
la phase aqueuse. 1l faut toujours éviter de décanter le 1-octanol directement dans la bouteille; on ne peut pas
faire tomber des gouttes de 1-octanol directement dans I'eau.

. Une fois l'agitation lancée, on augmente lentement sa vitesse. Si les moteurs de l'agitateur ne peuvent étre réglés
correctement, on envisagera d’utiliser un transformateur. La vitesse d’agitation doit étre réglée de maniére a créer
un vortex a linterface entre l'eau et le 1-octanol d'une profondeur de 0,5 a 2,5 cm au maximum. I faut
diminuer la vitesse d’agitation si la profondeur du vortex dépasse 2,5 cm, sinon des micro-gouttelettes de 1-
octanol peuvent se former dans la phase aqueuse et donner lieu & une surestimation de la concentration de la
substance d’essai dans l'eau. D'apres les résultats d'un essai tournant de validation (5), on recommande d’ap-
pliquer une vitesse maximale d’agitation de 2,5 cm. Elle représente un compromis permettant de parvenir
rapidement & I'équilibre tout en limitant la formation de microgouttelettes de 1-octanol.

Prélevement et traitement des échantillons

. 1l convient d'arréter lagitateur avant d'effectuer les prélévements et d'attendre que les liquides simmobilisent.
Lorsque le prélevement est terminé, l'agitateur est remis en marche doucement, comme décrit plus haut; apres
quoi on augmente la vitesse d’agitation progressivement.

. La phase aqueuse est prélevée a un robinet situé a la base du réacteur. Il faut toujours éliminer le volume mort
d’eau contenu dans les robinets (environ 5 ml pour le récipient illustré & Tappendice 2). L'eau retenue dans les
robinets n'est pas agitée et donc pas en équilibre avec 'ensemble. On note le volume des échantillons aqueux et
on vérifie que la quantité de substance d'essai présente dans I'eau éliminée est prise en compte dans I'établis-
sement du bilan massique. I y a lieu de réduire au minimum les pertes par évaporation en permettant a l'eau de
s'écouler doucement dans I'entonnoir séparateur de facon a ne pas perturber la couche eau/1-octanol.

. On préleve les échantillons de 1-octanol en aspirant une petite aliquote (environ 100 pl) de la couche 1-octanol
au moyen d’une seringue de 100 microlitres en verre et métal. Il faut veiller a ne pas perturber Iinterface. Le
volume de liquide prélevé est consigné. Une petite aliquote suffit, étant donné que I'échantillon de 1-octanol sera
dilué.

. Les étapes inutiles de transfert d’échantillons sont a éviter. Aussi le volume des échantillons est-il déterminé par
gravimétrie. Dans le cas des échantillons aqueux, cette détermination s'effectue par la collecte de I'échantillon
aqueux dans un entonnoir séparateur contenant déja le volume de solvant requis.

RESULTATS ET RAPPORT

. La méthode d'essai prescrit de déterminer le Py en conduisant trois essais a brassage lent (trois unités expé-
rimentales) dans des conditions expérimentales identiques. La régression utilisée pour démontrer que I'équilibre a
été atteint doit s'appuyer sur les résultats d’au moins quatre déterminations du rapport Cg/Cy, effectuées a quatre
moments ponctuels successifs. La variance ainsi calculée correspond a une mesure de I'incertitude de la valeur
moyenne obtenue pour chaque unité expérimentale.

. Le Pop peut étre caractérisé par la variance des données recueillies pour chaque unité expérimentale. Cette
information est employée pour calculer le Py en considérant qu'il équivaut a la moyenne pondérée des résultats
de chaque unité expérimentale. Pour ce faire, l'inverse de la variance des résultats des unités expérimentales est
employé comme coefficient pondérateur. Ainsi, les données accusant une forte variation (exprimée par la
variance), qui sont donc moins fiables, ont moins d'influence sur le résultat que les données offrant une variance
faible.
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L'écart-type pondéré est calculé d’'une maniére analogue. Il caractérise la répétabilité de la mesure du Pyp. Un
écart-type pondéré faible traduit une répétabilité élevée de la détermination du Py au sein d'un méme labora-
toire. Le traitement statistique formel des données est résumé ci-dessous.

Traitement des résultats

Démonstration de la réalisation de 'équilibre

Le logarithme du rapport des concentrations de la substance d’essai dans le 1-octanol et dans l'eau (log Cq/Cp)
est calculé pour chaque instant de prélevement. On démontre que I'équilibre chimique est atteint en tragant une
courbe de ce rapport en fonction du temps. L'apparition d'un plateau sur ce tracé, établi a partir d’au moins
quatre points consécutifs sur l'axe du temps, indique que l'équilibre a été atteint et que le composé est
complétement dissous dans le 1-octanol. Dans le cas contraire, il faut poursuivre l'essai jusqua ce que quatre
points de temps successifs présentent une pente qui n'est pas significativement différente de zéro, pour une
valeur de p = 0,05, montrant ainsi que le log Co/Cy est indépendant du temps.

Caleul du log Py

La valeur du log P de I'unité expérimentale correspond a la moyenne pondérée du log C/Ci pour la partie de
la courbe du log Cy/Cg en fonction du temps, pour laquelle I'état d’équilibre a été démontré. On calcule la
moyenne pondérée en pondérant les données avec linverse de la variance de telle sorte que linfluence des
données sur le résultat final est inversement proportionnelle a l'incertitude des données.

Moyenne des log Pog

La valeur moyenne du log Po; de différentes unités expérimentales correspond a la moyenne des résultats de
chaque unité expérimentale pondérés avec leurs variances respectives.

Le calcul répond 2 la formule suivante:

l0g Popmoy = (Ew; x log Pop) x (Sw)™!
ott:
log Po; = est la valeur du log Py de chaque unité expérimentale i;

log Pog moy = est la moyenne pondérée de tous les log Pog;

Wi est le poids statistique attribué a la valeur log P de T'unité expérimentale i.
Linverse de la variance de log Pgg; est représentée par w; (w; = var(log Pogy) ).

L'estimation de l'erreur de la moyenne de log Pnp correspond a la répétabilité des log C/Cy déterminés durant la
phase d’équilibre dans chaque upité expérimentale. Elle se traduit par I'écart-type pondér(jﬁ Eiu 10g PoE moy (0lg poc
) qui mesure lerreur associée au log Pog ey L'écart-type pondéré peut étre calculé a partir de la variance

moyr > ;
pondérée (varjog poe moy) de la fagon suivante:

y)

Valjog Poe,moy — (Ew; x (log Pog; — log POE,moy)z) X (Iw; x (n — 1))_1

— 0.5
Olog Poe,moy — (Varlog Poe,moy )
ol n représente le nombre d'unités expérimentales.

Rapport d’essai

Le rapport d'essai doit mentionner les informations suivantes:
Substance d’essai:

— nom courant, nom chimique, numéro CAS, formule structurale (montrant la position du radiomarqueur, le
cas échéant) et propriétés physico-chimiques pertinentes (voir paragraphe 17),

— pureté (impuretés) de la substance d'essai,
— pureté radiochimique des substances marquées et activité molaire (s'il y a lieu),

— estimation préliminaire du log Pyp et méthode utilisée pour ce calcul.
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Conditions expérimentales:

— dates de la réalisation des études,

— température a laquelle s'est déroulé l'essai,

— volumes de 1-octanol et d’eau au début de l'essai,

— volumes des échantillons de 1-octanol et d’eau prélevés,

— volumes de 1-octanol et d’eau restant dans les récipients expérimentaux;

— description des récipients expérimentaux et des conditions d’agitation utilisées (géométrie de la barre dagi-
tation et du récipient expérimental, hauteur du vortex en mm et vitesse d’agitation si elle est connue),

— méthodes analytiques utilisées pour déterminer la substance d'essai et seuil de quantification de la méthode,
— heures de prélevement,

— pH de la phase aqueuse et tampons utilisés, lorsquon a ajusté le pH pour des molécules ionisables,

— nombre d’expériences identiques.

Résultats:

— répétabilité et sensibilité des méthodes analytiques employées,

— concentrations de la substance d'essai déterminées dans le 1-octanol et dans l'eau en fonction du temps,
— démonstration du bilan massique,

— température et écart-type ou gamme de températures appliquée durant l'essai,

— régression du rapport des concentrations en fonction du temps,

— valeur moyenne de Pqp 1o, €t son écart-type,

— analyse et interprétation des résultats,

— exemples de données brutes d’'une analyse représentative (toutes les données brutes doivent étre conservées
conformément aux bonnes pratiques de laboratoire), notamment le taux de récupération des produits de
substitution, le nombre de niveaux appliqué a I'étalonnage (ainsi que les critéres régissant le coefficient de
corrélation de la courbe d’étalonnage) et résultats de l'assurance qualité/controle qualité (AQ/CQ),

— 'l est disponible: rapport de validation du protocole expérimental (a3 mentionner parmi les références).
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Appendice 1

Tables permettant de calculer les volumes d’eau minimaux requis pour détecter des substances d’essai ayant
différentes valeurs de log Por en phase aqueuse

Hypotheses:
— Volume maximal de chaque aliquote = 10 % du volume total; 5 aliquotes = 50 % du volume total.

— Concentration des substances d’essai = 0,7 x solubilité dans chaque phase. Si les concentrations sont inférieures, il
faudra utiliser de plus grands volumes.

— Volume utilisé pour la détermination du seuil de détection = 100 ml.

— Log Py en fonction du log Sg et le log Pop en fonction de SR (S,/S.) sont des représentations raisonnables de
relations pour les substances d’essai.

Estimation de S,

log Pog équation log S, s, (mgl)
4 (90,922 x log Py, + 4,184 0,496 3,133E+00
45 (90,922 x log Py, + 4,184 0,035 1,084E+00
5 (10,922 x log Py, + 4,184 - 0,426 3,750E-01
5,5 (0,922 x log Py, + 4,184 - 0,887 1,297E-01
6 (90,922 x log Py, + 4,184 ~1,348 4,487E-02
6.5 (90,922 x log Py, + 4,184 ~1,809 1,552E-02
7 (0,922 x log Py, + 4,184 -2,270 5,370E-03
7,5 (10,922 x log Py, + 4,184 -2,731 1,858E-03
8 (90,922 x log Py, + 4,184 -3,192 6,427E-04

Estimation de S,

log Pog équation Syer (mg)
4 log P, = 0,88log SR + 0,41 3,763E+04
4,5 log P, = 0,88log SR + 0,42 4,816E+04
5 log P,, = 0,88log SR + 0,43 6,165E+04
5,5 log P, = 0,88log SR + 0,44 7,890E+04
6 log P,, = 0,88log SR + 0,45 1,010E+05
6,5 log Py, = 0,88log SR + 0,46 1,293E+05
7 log P,y = 0,88log SR + 0,47 1,654E+05
7,5 log P,, = 0,88log SR + 0,48 2,117E+05
8 log P, = 0,88log SR + 0,49 2,710E+05

Masse totale de la substance
d’essai Masse,

(mg)

Masseyy)o Concyyo Masse, Conc,y,

e (mg) (mg/h (mg) (mg/)

oct/Masse,

1319 526 2,5017 2,6333 1317 26 333
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Masse totale de la substance Masse Conc Masse Conc
dessai Masse,Masse.y, H20 H20 oct oct
(mg) (mg) (mg/h (mg) (mg]l)
1686 1664 1,0127 1,0660 1685 33709
2158 5263 0,4099 0,4315 2157 43149
2762 16 644 0,1659 0,1747 2762 55230
3535 52632 0,0672 0,0707 3535 70 691
4524 1664 36 0,0272 0,0286 4524 90 480
5790 526316 0,0110 0,0116 5790 115 807
7 411 1664 357 0,0045 0,0047 7 411 148 223
9486 5263158 0,0018 0,0019 9 486 189713
Calcul des volumes
Volume minimal requis pour la phase H,O a chaque concentration du seuil de détection
log Kop (ri?cli)gfaif;eec;/il‘)’i 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 0,04 0,38 3,80 38 380
4,5 0,09 0,94 9,38 94 938
5 0,23 2,32 23,18 232 2318
5,5 0,57 573 57,26 573 5726
6 1,41 14,15 141 1415 14 146
6,5 3,50 34,95 350 3495 34950
7 8,64 86,35 864 8635 86 351
7,5 21,33 213 2133 21 335 213 346
8 52,71 527 5271 52711 527 111
Volume utilisé pour le 0,1
seuil de détection (L)
Légende pour les calculs
Représente < 10 % du volume total de la phase aqueuse, récipient d’équilibrage de 1 litre.
Représente < 10 % du volume total de la phase aqueuse, récipient d’équilibrage de 2 litres.
Représente < 10 % du volume total de la phase aqueuse, récipient d’équilibrage de 5 litres.
Représente < 10 % du volume total de la phase aqueuse, récipient d’équilibrage de 10 litres.
Dépasse 10 % y compris du récipient d’équilibrage de 10 litres.
Vue d’ensemble des volumes requis en fonction de la solubilité dans I'eau et du log Pqg
Volume minimal requis pour la phase H,O a chaque concentration du seuil de détection (ml)
log Pog S, (mgl) (riel‘clfogfari;te;?l‘)’“_’ 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4 10 0,01 0,12 1,19 11,90 118,99
5 0,02 0,24 2,38 23,80 237,97
3 0,04 0,40 3,97 39,66 396,62
1 0,12 1,19 11,90 118,99 1189,86
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Seuil de détection

log Poy S, (mg/) (microgrammesf}) 0,001 0,01 0,10 1,00 10
4,5 5 0,02 0,20 2,03 20,34 203,37
2 0,05 0,51 5,08 50,84 508,42
1 0,10 1,02 10,17 101,68 1016,83
0,5 0,20 2,03 20,34 203,37 2033,67
5 1 0,09 0,87 8,69 86,90 869,01
0,5 0,17 1,74 17,38 173,80 1738,02
0,375 0,23 2,32 23,18 231,75 2317,53
0,2 0,43 4,35 43,45 434,51 434505
5,5 0,4 0,19 1,86 18,57 185,68 1.856,79
0,2 0,37 3,71 37,14 371,36 3713,59
0,1 0,74 7,43 74,27 742,72 7 427,17
0,05 1,49 14,85 148,54 1 485,43 14 854,35
6 0,1 0,63 6,35 63,48 634,80 6 347,95
0,05 1,27 12,70 126,96 1269,59 12 695,91
0,025 2,54 25,39 253,92 2 539,18 25 391,82
0,0125 5,08 50,78 507,84 5078,36 50 783,64
6,5 0,025 2,17 21,70 217,02 2170,25 21 702,46
0,0125 4,34 43,40 434,05 4 340,49 43 404,93
0,006 9,04 90,43 904,27 9 042,69 90 426,93
0,003 18,09 180,85 1 808,54 18 085,39 180 853,86
7 0,006 7,73 77,29 772,89 7 728,85 77 288,50
0,003 15,46 154,58 1545,77 15 457,70 154 577,01
0,0015 23,19 | 231,87 | 231866 | 23186,55 231 865,51
0,001 46,37 | 463,73 | 463731 | 46373,10 463 731,03
7,5 0,002 19,82 | 198,18 | 1981,77 | 19817,73 198 177,33
0,001 39,64 | 396,35 | 3963,55| 3963547 396 354,66
0,0005 79,27 792,71 7 927,09 79 270,93 792 709,32
0,00025 158,54 | 1 585,42 | 15 854,19 158 541,86 | 1585 418,63
8 0,001 33,88 338,77 3 387,68 33 876,77 338 767,72
0,0005 67,75 677,54 677535 67 753,54 677 535,44
0,00025 135,51 | 1 355,07 | 13 550,71 135 507,09 1355070,89
0,000125 271,01 | 2710,14 | 27 101,42 | 271 014,18 | 2710 141,77

Volume utilisé pour le seuil

de détection (L)

0,1
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Appendice 2

Exemple de récipient expérimental a enveloppe de verre destiné a la détermination du Pgg par la méthode du

brassage lent

e OET

3) le chapitre B.2 est remplacé par le texte suivant:

«B.2. TOXICITE AIGUE PAR INHALATION

INTRODUCTION

La présente méthode d’essai est équivalente a la ligne directrice 403 (2009) de 'OCDE (1) pour les essais de
produits chimiques. Une premicre ligne directrice 403 pour les essais de toxicité aigué par inhalation a été
adoptée en 1981. La présente méthode d’essai B.2 (équivalente a la ligne directrice 403 révisée a été congue afin
d'offrir une plus grande souplesse, de réduire I'utilisation d’animaux et de répondre aux exigences reglementaires.
Elle décrit deux types d’études: un protocole traditionnel de détermination de la CLs, et un protocole “concen-
tration x temps” (C x t). Les principales caractéristiques de cette ligne directrice tiennent au fait quelle permet
d’obtenir une relation concentration-réponse pour les effets non 1étaux a 1étaux, afin d'en déduire une concen-
tration létale médiane (CLsg), une concentration seuil non létale (comme la CL;) et une pente, ainsi que de
déterminer si un des sexes est plus sensible a la substance d’essai. Le protocole C x t est utilisé lorsque s'applique
une réglementation particuliere ou pour un besoin scientifique qui nécessite un essai sur des animaux pour
plusieurs durées d’exposition différentes, par exemple a des fins d’'aménagement du territoire ou de planification
des interventions d’urgence: calcul des niveaux guides d’exposition aigué, recommandations pour la planification
des mesures d'urgence, niveaux seuil d’exposition aigué, etc.

On trouvera dans le document d'orientation n° 39 sur les essais de toxicité aigué par inhalation (document
d'orientation 39) des indications sur la conduite et I'interprétation des études liées a la présente méthode d’essai

2.

Le document dorientation 39 (2) regroupe les définitions utilisées dans le contexte de la présente méthode
d’essai.

La présente méthode d’essai permet de caractériser les substances d'essai, de les soumettre & une évaluation
quantitative des risques, et de classer conformément au réeglement (CE) n® 1272/2008 (3). Le document d’orien-
tation 39 (2) fournit des indications sur le choix de la méthode d’essai appropriée pour les essais de toxicité
aigué. Lorsque seules sont requises des informations sur la classification et I'étiquetage, le chapitre B.52 de la
présente annexe (4) est généralement recommandé [voir document d’orientation 39 (2)]. La méthode d'essai B.2
n'est pas spécifiquement destinée a tester des matériaux spéciaux comme les substances isométriques ou fibreuses
faiblement solubles ou les nanomatériaux manufacturés.
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REMARQUES PRELIMINAIRES

5. Avant d’entreprendre un essai conformément a la présente méthode d’essai, le laboratoire d'essai devra prendre
en compte toutes les informations disponibles sur la substance d'essai, y compris les études existantes [par
exemple, le chapitre B.52 de la présente annexe (4)] dont les résultats éviteraient des essais supplémentaires, afin
de recourir le moins possible aux animaux. Parmi les informations utiles pour la détermination de l'espéce, de la
souche, du sexe, du mode d’exposition et des concentrations d’essai appropriés, citons: I'identité, la structure
chimique et les propriétés physico-chimiques de la substance d'essai, les résultats de tous les essais de toxicité in
vitro ou in vivo auxquels elle a été soumise, son (ses) utilisation(s) escomptée(s) et les risques d’exposition
humaine, les données (Q)SAR disponibles et les données toxicologiques sur les substances structurellement
apparentées, voir document d’orientation 39 (2).

6. 1l convient d'éviter autant que possible de tester des substances corrosives etfou irritantes a des concentrations
susceptibles d’engendrer une souffrance sévére et/ou une détresse. Pour déterminer s'il est possible de renoncer a
des essais complémentaires, le potentiel de corrosion/d'irritation fait 'objet d'une évaluation reposant sur un
jugement d’expert basé sur les éléments suivants: données expérimentales sur 'homme et l'animal (provenant,
par exemple, d’essais & doses répétées réalisés a des concentrations non corrosives ou irritantes), données in vitro
existantes [par exemple chapitres B.40 (5), B.40 bis (6) de la présente annexe, ou ligne directrice 435 de TOCDE
(7)], valeurs du pH, informations concernant des substances analogues ou toute autre donnée pertinente. A des
fins réglementaires spécifiques (par exemple pour I'établissement de plans d’urgence), la présente méthode dessai
peut étre utilisée pour exposer des animaux a ces substances car elle donne au directeur de I'étude ou a
l'investigateur principal la maitrise du choix des concentrations cibles. Celles-ci ne doivent cependant pas
induire d'effets corrosifsfirritants importants, mais elles sont suffisantes pour prolonger la courbe de concen-
tration-réponse jusqua des niveaux correspondant a l'objectif scientifique et réglementaire de I'essai. Ces concen-
trations sont choisies au cas par cas et une justification du choix des concentrations est apportée, voir document
d’orientation 39 (2).

PRINCIPE DE L’ESSAI

7. La présente méthode d'essai B.2 révisée doit en principe permettre d’obtenir des informations suffisantes sur la
toxicité aigué d’une substance d'essai pour procéder a son classement, et fournir les données sur sa létalité
nécessaires aux évaluations quantitatives des risques (CLsq, CLy; et pente, par exemple) pour I'un des sexes ou les
deux. Cette méthode d’essai propose deux méthodes. La premiére suit un protocole traditionnel dans lequel des
groupes d’animaux sont exposés a une concentration limite (essai limite) ou a une série de concentrations
suivant un processus séquentiel pendant une durée prédéterminée de quatre heures en général. Des objectifs
réglementaires spécifiques peuvent nécessiter de recourir a d’autres durées d’exposition. La seconde méthode suit
un protocole “concentration x temps” (C x t) dans lequel des groupes d’animaux sont exposés a une concen-
tration (concentration limite) ou a une série de concentrations différentes sur des durées différentes.

8. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou de détresse sévére et persistante
sont euthanasiés. Ils sont pris en compte dans l'interprétation des résultats de l'essai au méme titre que ceux qui
succombent au cours de I'essai. Le document d’orientation n® 19 de 'OCDE sur les effets mesurés éthiquement
acceptables détaille les critéres orientant la décision d’euthanasier les animaux moribonds ou en grande souf-
france, et aide a reconnaitre une mort prévisible ou imminente (8).

DESCRIPTION DE LA METHODE
Choix des espéces animales

9. Le choix sorientera vers de jeunes rongeurs en bonne santé, de souches communément utilisées en laboratoire.
Le rat étant l'espece la plus utilisée, il faudra justifier 'emploi d’autres especes.

Préparation des animaux

10. Les femelles sont nullipares et non gravides. Le jour de leur exposition, les animaux sélectionnés sont de jeunes
adultes agés de 8 a 12 semaines. Leur poids corporel n'excede pas, pour chaque sexe, * 20 % du poids moyen
des animaux du méme age précédemment exposés. Sélectionnés au hasard, les animaux sont marqués pour étre
identifiés individuellement. En vue de leur acclimatation aux conditions de laboratoire, ils sont conservés dans
leur cage pour une période d’au minimum 5 jours avant le début de lessai. Les animaux sont également
acclimatés aux appareils d’essai, pendant une courte période précédant l'essai, afin d’atténuer le stress causé
par leur introduction dans un nouvel environnement.

Conditions d’élevage des animaux

11. La température du local expérimental ot les animaux sont conservés est de 22 + 3 °C. Le taux d’humidité relative
est idéalement maintenu entre 30 et 70 %, encore qu'il ne soit pas toujours possible de le faire si I'eau est utilisée
comme véhicule. Avant et aprés exposition, les animaux sont généralement mis en cage en groupes par sexe et
par concentration, mais le nombre d’animaux par cage ne doit pas faire obstacle a une observation précise de
chaque animal, et ne doit engendrer qu'un minimum de pertes dues au cannibalisme et aux combats. Si les
animaux sont exposés “nez seul”, il peut étre nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. Ceux-ci ne
doivent pas provoquer chez les animaux de stress excessif, qu’il soit de nature physique, thermique ou da a leur
immobilisation. Les contraintes qu'ils subissent peuvent en effet modifier les paramétres physiologiques mesurés
de l'animal, comme sa température corporelle (hyperthermie) et/ou son volume respiratoire par minute. Si 'on
dispose de données génériques montrant que de telles modifications ne se produisent pas de fagon appréciable,
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

alors la période d’adaptation préalable aux tubes de contention nest pas nécessaire. Les animaux exposés “corps
entier” a un aérosol sont enfermés individuellement pendant I'exposition pour empécher la filtration de l'aérosol
dessai par la fourrure des congénéres. A Texception des périodes d’exposition, le régime alimentaire des animaux
est le régime classique et certifié de laboratoire, avec eau potable a satiété. L'éclairage est artificiel, la séquence
d’éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 heures d’obscurité.

Chambre d’inhalation

Le choix de la chambre d'inhalation prend en compte la nature de la substance d'essai et l'objet de l'essai. Le
mode d'exposition “nez seul” (qui inclut les dispositifs “téte seule”, “nez seul” et “museau seul”) est privilégié. Le
mode d'exposition “nez seul” est généralement choisi pour les études d’aérosols liquides ou solides et pour les
vapeurs susceptibles de se condenser en aérosols. Lutilisation d'un mode d’exposition “corps entier” peut étre
préférable pour les besoins spécifiques de I'étude, mais cela est alors justifié dans le rapport d’étude. Pour assurer
la stabilité de l'atmosphére d'une chambre d'exposition “corps entier”, on veille a ce que le volume total des
animaux d’expérience ne dépasse pas 5 % du volume de la chambre. Le document d’orientation 39 (2) décrit les
principes des techniques d’exposition “corps entier” ou “nez seul”, ainsi que leurs avantages et inconvénients

spécifiques.

CONDITIONS D’EXPOSITION
Administration des concentrations

Les expositions “nez seul” peuvent durer jusqua 6 heures pour les rats. Pour les souris, les expositions “nez seul”
ne dépassent pas 4 heures en général. Si des essais d’'une durée plus longue sont nécessaires, une justification est
apportée, voir document d’orientation 39 (2). Les animaux exposés “corps entier” a des aérosols demeurent seuls
dans la chambre afin d'éviter l'ingestion de la substance d'essai par le toilettage de leurs compagnons. Les
animaux sont privés de nourriture pendant la période d’exposition. Dans une exposition “corps entier”, les
animaux peuvent boire de l'eau.

Les animaux sont exposés a la substance d’essai présentée sous forme de gaz, de vapeur, d’aérosol ou sous une
forme mixte. L'état physique a tester dépend des propriétés physico-chimiques de la substance, de la concen-
tration choisie, et/fou de la forme physique sous laquelle il est le plus probable qu'elle se présente lors de sa
manipulation et de son utilisation. Les substances d’essai chimiquement réactives ou hygroscopiques sont testées
sous air sec. On prendra soin d’éviter les concentrations susceptibles de provoquer une explosion.

Répartition granulométrique

Une mesure de la taille des particules est réalisée pour tous les aérosols et les vapeurs susceptibles de se
condenser pour former des aérosols. Pour que toutes les régions pertinentes de l'appareil respiratoire soient
exposées, il est recommandé d'utiliser des aérosols dont le diameétre aérodynamique médian de masse (DAMM) se
situe entre 1 et 4 pm, avec un écart type géométrique (og) compris entre 1,5 et 3,0 (2) (9) (10). Un effort
raisonnable est fourni pour remplir ces conditions, mais si tel n'est pas le cas, un jugement d’expert est
nécessaire. Par exemple, les particules des fumées métalliques peuvent avoir une taille inférieure a cette
norme, tandis que les particules chargées, les fibres et les substances hygroscopiques (dont la taille augmente
dans l'environnement humide de l'appareil respiratoire) peuvent avoir une taille supérieure.

Préparation de la substance d’essai dans un véhicule

Pour atteindre la concentration et la taille granulométrique appropriées de la substance d’essai, il est possible
d’avoir recours a un véhicule; en regle générale, I'eau est choisie de préférence. Les substances particulaires
peuvent étre soumises a des procédés mécaniques afin d’atteindre la répartition granulométrique requise, mais un
soin particulier devra étre pris de ne pas décomposer ou altérer la substance d'essai. Lorsque les procédés
mécaniques sont suspectés d’avoir altéré la composition de la substance d’essai (température extréme due aux
frictions d’'un broyage excessif, par exemple), la composition de la substance d’essai devra étre vérifiée analyti-
quement. On prendra soin de ne pas contaminer la substance dessai. Il nest pas nécessaire de tester les
substances granulaires non friables qui sont élaborées précisément pour ne pas étre inhalables. Un test
dusure de surface est réalisé pour démontrer que la manipulation de la substance granulaire ne produit pas
de particules respirables. Dans le cas contraire, un essai de toxicité par inhalation est réalisé.

Animaux témoins

Un groupe témoin négatif (air) n'est pas nécessaire. Lorsquun véhicule autre que l'eau est utilisé pour produire
l'atmosphere d’essai, un groupe témoin du véhicule est utilisé seulement quand on ne dispose pas de données
historiques sur la toxicité. Si aucune toxicité n'a été détectée lors de I'étude d’une substance d’essai préparée dans
un véhicule, ce dernier est considéré comme non toxique a la concentration testée; il n'y a donc pas lieu d'utiliser
de témoin du véhicule.

CONTROLE DES CONDITIONS D’EXPOSITION

Débit d’air dans la chambre d’exposition

Le débit d’air dans la chambre est controlé avec soin, surveillé en continu et enregistré au moins toutes les heures
pendant chaque exposition. Le suivi de la concentration de I'atmosphére d'essai (ou stabilité temporelle) constitue
une mesure compléte de tous les parameétres dynamiques et fournit un moyen indirect de controler tous les
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paramétres dynamiques pertinents de production de I'atmosphére d'essai. On prendra particuliérement soin
d’éviter toute re-respiration dans les chambres dexposition “nez seul” lorsque le débit d’air a travers le
systeme d’exposition ne permet pas de produire une circulation dynamique de l'atmosphére contenant la sub-
stance d’essai. Des méthodologies sont prévues pour démontrer 'absence de re-respiration dans les conditions
expérimentales choisies (2) (11). La concentration d’oxygeéne est d'au moins 19 % et celle de dioxyde de carbone
ne dépasse pas 1 %. Si ces conditions ne peuvent étre respectées, les concentrations d’oxygeéne et de dioxyde de
carbone sont mesurées.

Température et humidité relative de la chambre d’exposition

La température de la chambre d’exposition est maintenue a 22 + 3 °C. Dans les cas d’exposition “nez seul” et
“corps entier” I'humidité relative dans la zone ou respire 'animal est surveillée et enregistrée trois fois au
minimum pour les durées allant jusqu'a 4 heures, et toutes les heures pour des durées plus courtes. Lhumidité
relative est de préférence comprise entre 30 et 70 %. Il est possible que ce taux ne puisse étre atteint (par
exemple lorsque la substance d’essai se présente sous forme de solution aqueuse), ou qu'il ne puisse étre mesuré
en raison d'interférences de la substance d’essai avec la méthode d’essai.

Substance d’essai: concentration nominale

Dans la mesure du possible, la concentration nominale dans la chambre d’exposition est calculée et enregistrée.
La concentration nominale est la masse de la substance d'essai divisée par le volume d'air total qui passe dans le
circuit de la chambre d'inhalation. La concentration nominale ne sert pas a caractériser I'exposition des animaux,
mais une comparaison de la concentration nominale avec la concentration réelle donne une indication de la
capacité de production du systéme d'essai, et peut donc permettre de mettre en évidence des problémes de
production.

Substance d’essai: concentration réelle

La concentration réelle est la concentration de la substance d’essai dans la zone de la chambre d'inhalation ot les
animaux respirent. Les concentrations réelles peuvent étre obtenues par des méthodes spécifiques (par exemple,
échantillonnage direct, méthodes d’adsorption ou de réaction chimique, et caractérisation analytique ultérieure)
ou par des méthodes non spécifiques comme la gravimétrie sur filtre. Le recours a l'analyse gravimétrique n’est
acceptable que pour des aérosols ne contenant qu'un seul composant en poudre ou pour des aérosols de liquides
peu volatils, et des caractérisations spécifiques a la substance d’essai sont également effectuées par une préétude
appropriée. 1l est aussi possible d’avoir recours a la gravimétrie pour déterminer la concentration d'un aérosol
contenant plusieurs composants en poudre, mais des données analytiques sont alors nécessaires, afin de démon-
trer que la composition du produit en suspension dans l'air est analogue a celle du produit de départ. Faute de
cette information, il peut s'avérer nécessaire de soumettre la substance d'essai (idéalement en suspension dans
l'air) & une nouvelle analyse a intervalles réguliers tout au long de I'étude. Pour des agents aérosolisés susceptibles
de s’évaporer ou de se sublimer, il faut démontrer que toutes les phases ont été recueillies selon la méthode
choisie. Les concentrations cibles, nominales et réelles sont fournies dans le rapport d’étude, mais seules les
concentrations réelles sont utilisées dans les analyses statistiques pour calculer la valeur des concentrations
létales.

Un seul lot de la substance d'essai est utilisé, si possible, et I'échantillon est conservé dans des conditions
préservant sa pureté, son homogénéité et sa stabilité. Avant le début de I'étude, il convient de réaliser une
caractérisation de la substance d'essai afin de déterminer sa pureté et, si cela est techniquement possible, son
identité et les quantités de contaminants et dimpuretés identifiés. Pour cela, on pourra recueillir les données
suivantes: temps de rétention et surface relative du pic, poids moléculaire obtenu par spectroscopie de masse ou
chromatographie en phase gazeuse, ou autres estimations. Bien que le laboratoire d’essai ne soit pas responsable
de Tidentification de la substance d’essai, il peut, par prudence, confirmer au moins une partie des caractéris-
tiques fournies par le donneur d'ordre (couleur, nature physique, etc.).

L'atmosphere d’exposition est maintenue aussi constante que possible et suivie soit en continu, soit de fagon
intermittente suivant la méthode d'analyse. Lorsque I'injection s'effectue de facon intermittente, les échantillons
d’atmosphére de la chambre sont prélevés au moins deux fois sur une étude de quatre heures. En cas d'impos-
sibilité en raison de débits dair limités ou de faibles concentrations, le recueil d'un échantillon pour toute la
période d’exposition est acceptable. Si des fluctuations nettes apparaissent d'un échantillon & un autre, on a
recours a quatre échantillons par exposition pour les concentrations d'essai suivantes. Les écarts entre la
concentration dans chaque chambre et la concentration moyenne n'excédent pas * 10 % pour les gaz et
vapeurs ou * 20 % pour les aérosols liquides ou solides. Il convient de calculer et de noter le temps d’équilibre
dans la chambre d'exposition (tgs). La durée d’une exposition couvre le temps de production de la substance
d’essai, y compris le temps nécessaire pour I'égalisation des concentrations dans la chambre d’exposition tgs. Des
indications pour l'estimation de ty5 sont fournies dans le document d'orientation 39 (2).

Pour des systemes trés complexes constitués de gaz ou vapeurs et d’aérosols (atmospheres de combustion ou
substances d'essai propulsées a partir de produits/dispositifs spécialisés, par exemple), chaque phase peut se
comporter différemment dans la chambre d'inhalation. Pour chacune des phases (gaz ou vapeur et aérosol),
on choisit donc au moins une substance indicatrice (analyte), en général la substance active principale dans le
mélange. Quand la substance d'essai est un mélange, la concentration analytique devra étre indiquée pour le
mélange et pas uniquement pour la substance active ou le composant (analyte). Pour plus d’informations sur les
concentrations réelles, se reporter au document d'orientation 39 (2).
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Substance d’essai: répartition granulométrique

La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum deux fois pour chaque exposition de
4 heures a I'aide d'un impacteur en cascade ou d’un autre instrument, comme un spectrométre de mesure de la
taille des particules aérodynamiques. Si les résultats obtenus avec I'impacteur en cascade et I'autre instrument se
révelent équivalents, ce dernier peut étre utilisé tout au long de I'étude. Pour confirmer la capacité de recueil des
particules de T'outil principal, un second instrument devra étre utilisé en paralléle, par exemple un filtre gravi-
métrique ou un barboteur a gaz/impacteur. La concentration massique obtenue par 'analyse granulométrique se
rapproche, dans des limites raisonnables, de celle obtenue par l'analyse sur filtre, voir document d’orientation 39
(2). Si cette équivalence est établie au début de la phase d’étude, il nest pas nécessaire d'effectuer des mesures de
confirmation dans la suite de I'étude. Pour le bien-étre des animaux, il convient de réduire au minimum les
données douteuses qui nécessiteraient de répéter une exposition. Une répartition granulométrique est effectuée
dans le cas des vapeurs, s'il est possible qu'une condensation de la vapeur conduise a la formation d’un aérosol,
ou si des particules sont détectées dans une atmosphére de vapeur susceptible de présenter des phases mixtes
(voir paragraphe 15).

MODE OPERATOIRE

Les deux types d’études décrits ci-dessous sont le protocole traditionnel et le protocole C x t. Tous deux peuvent
comprendre une étude préliminaire, une étude principale et/ou un essai limite (protocole traditionnel) ou un
essai a une concentration limite (C x t). Si 'un des sexes est connu pour étre plus sensible a la substance d’essai,
le directeur de I'étude peut choisir de réaliser ces essais avec seulement des animaux de ce sexe. Si des espéces de
rongeurs autres que le rat sont exposées “nez seul”, il est possible d'ajuster la durée maximale d’exposition en
fonction du stress propre a ces espéces. Avant le début de I'étude, toutes les données disponibles sont examinées
afin de réduire I'usage des animaux. Par exemple, les données obtenues selon le chapitre B.52 de la présente
annexe (4) peuvent supprimer la nécessité d'une étude préliminaire et aussi démontrer si 'un des sexes est plus
sensible a la substance d’essai, voir document d'orientation 39 (2).

PROTOCOLE TRADITIONNEL
Considérations générales sur le protocole traditionnel

Dans une étude traditionnelle, des groupes d’animaux sont exposés a une substance d’essai pendant une période
de temps fixée (généralement 4 heures) dans une chambre d’exposition “nez seul” ou “corps entier”. Les animaux
sont exposés soit a une concentration limite (essai limite), soit a trois concentrations au minimum selon une
procédure séquentielle (étude principale). Une étude préliminaire peut précéder I'étude principale, sauf s'il existe
déja des informations concernant la substance d’essai, provenant par exemple d'une étude précédente effectuée
selon T'étude B.52, voir document d’orientation 39 (2).

Etude préliminaire pour le protocole traditionnel

Une étude préliminaire permet d’estimer l'activité de la substance d'essai, d'identifier des différences entre les
sexes quant a la sensibilité & cette substance, et de choisir plus facilement les niveaux de concentration pour
I'étude principale ou l'essai limite. Lors du choix des niveaux de concentration pour I'étude préliminaire, toutes
les informations disponibles sont prises en compte, y compris les données (Q)SAR et les données correspondant
a des produits chimiques analogues. Pour chaque concentration, on exposera au maximum trois males et trois
femelles (il peut étre nécessaire d'utiliser 3 animaux par sexe pour établir une différence de sensibilité entre les
sexes). Une étude préliminaire peut étre effectuée avec une seule concentration, ou plusieurs si nécessaire. Elle ne
porte pas sur un nombre d’animaux ou de concentrations tel quelle ressemblerait & une étude principale. Il est
possible dutiliser les résultats d'une étude B.52 (4) précédente au lieu de réaliser une étude préliminaire, voir
document d'orientation 39 (2).

Essai limite pour le protocole traditionnel

L'essai limite est utilisé si I'on sait ou si I'on prévoit que la substance d’essai sera virtuellement non toxique, c’est-
a-dire quelle ne suscitera une réponse de toxicité quau-dela de la concentration limite réglementaire. Dans un
essai limite, un seul groupe de trois males et trois femelles est exposé a la substance d’essai a une concentration
limite. Des informations sur la toxicité de la substance d'essai peuvent étre tirées d’essais déja pratiqués sur des
substances analogues, en tenant compte de lidentité et du pourcentage des composants dont la toxicité est
avérée. Si 'on manque d'informations sur la toxicité de la substance d’essai, ou si 'on s'attend a ce qu’elle soit
toxique, l'essai principal est réalisé.

Le choix des concentrations limites dépend généralement des exigences réglementaires. Lorsquon applique le
réglement (CE) n® 12722008, les concentrations limites pour les gaz, les vapeurs et les aérosols sont respec-
tivement de 20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l (ou, a défaut, la concentration maximale pouvant étre atteinte) (3). Il
peut savérer techniquement difficile d’atteindre les concentrations limites de certaines substances d’essai, en
particulier pour les vapeurs et les aérosols. Pour les essais d’aérosols, le principal objectif est d’atteindre une
taille de particule qui soit respirable (c'est-a-dire d'un DAMM de 1 & 4 pm), ce qui est possible avec la plupart des
substances d’essai a des concentrations de 2 mg/l. Les essais sur des aérosols a des concentrations supérieures a
2 mgl ne sont tentés que si 'on peut obtenir des particules de taille respirable, voir document d'orientation 39
(2). Selon le reglement (CE) n® 12722008, il est déconseillé de réaliser des essais au-dela des concentrations
limites pour des raisons de bien-étre des animaux (3). Les essais aux concentrations limites ne sont envisagés que
s'il est trés probable que leurs résultats présenteront un intérét direct pour la protection de la santé humaine (3),
et une justification est fournie dans le rapport d’étude. En cas de substance potentiellement explosive, on prendra
soin d'éviter les conditions susceptibles de provoquer une explosion. Afin d’éviter le recours inutile a des
animaux, un essai sans animaux est effectué avant l'essai limite pour sassurer quil est possible datteindre
dans la chambre les conditions expérimentales d’'un essai limite.
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31. Si une mortalité ou un état moribond sont observés a la concentration limite, les résultats de l'essai limite
peuvent servir d’étude préliminaire pour les essais suivants a d’autres concentrations (voir étude principale). Si la
concentration limite est impossible a atteindre du fait des propriétés physiques ou chimiques de la substance
d’essai, Cest la concentration maximale pouvant étre atteinte qui devra étre testée. Si la létalité a cette concen-
tration est inférieure & 50 %, il n’y a pas lieu de poursuivre l'essai. Si la concentration limite n'a pas pu étre
atteinte, une explication, étayée par des données, est fournie dans le rapport d’étude. Si la concentration
maximale pouvant étre atteinte pour une vapeur ne provoque pas de toxicité, il peut étre nécessaire de produire
la substance d’essai sous la forme d'un aérosol liquide.

Etude principale pour le protocole traditionnel

32. Une étude principale fait en général appel a cinq males et cinq femelles (ou cinq animaux du sexe le plus
sensible, il est connu) par niveau de concentration, avec au minimum trois niveaux de concentration. Les
niveaux de concentration sont suffisamment nombreux pour que l'on puisse obtenir une analyse statistique
fiable. L'intervalle de temps entre I'exposition des différents groupes est déterminé par le moment d'apparition, la
durée et la gravité des signes de toxicité observés. L'exposition au niveau de concentration supérieur est retardée
jusqua ce que l'on soit raisonnablement siir que les animaux précédemment soumis au traitement ont survécu.
Le directeur de I'étude peut alors ajuster la concentration cible pour le groupe suivant. Pour les essais de toxicité
par inhalation, qui nécessitent des technologies sophistiquées, il ne sera pas toujours possible de procéder ainsi,
cest pourquoi l'exposition des animaux a la concentration supérieure devra se baser sur I'expérience acquise et
un jugement scientifique. Pour les essais portant sur des mélanges, il convient de se référer au document
d’orientation 39 (2).

PROTOCOLE “CONCENTRATION x TEMPS” (C x T)
Considérations générales sur le protocole C x t

33. Une étude séquentielle “concentration x temps” (C x t) peut constituer une alternative au protocole traditionnel
lorsqu'il s'agit d’évaluer la toxicité par inhalation (12) (13) (14). Avec cette approche, les animaux sont exposés a
la substance d'essai a plusieurs niveaux de concentration et pour des durées d’exposition variables. Tous les essais
sont réalisés dans des chambres d’exposition “nez seul”, les chambres “corps entier” ne se prétant pas a ce
protocole. Un exemple de procédure séquentielle illustrant ce protocole est présenté a I'appendice 1. Une analyse
de simulation a montré que le protocole traditionnel et le protocole C x t étaient tous les deux capables de
donner des valeurs fiables de la CLs,, mais que le protocole C x t permettait en général d’obtenir des valeurs plus

stires pour la CLy; et la CLjq (15).

34. Une analyse de simulation a démontré qu'il convient généralement d'utiliser deux animaux par intervalle de C x t
(un animal de chaque sexe ou deux animaux du sexe le plus sensible) pour tester 4 concentrations et 5 durées
d’exposition lors de I'étude principale. Le directeur de I'étude peut choisir, dans certaines circonstances, d'utiliser
deux rats de chaque sexe par intervalle de C x t (15), de maniére a réduire le biais et la variabilité des
estimations, augmenter le taux de succes de 'estimation et améliorer la couverture de l'intervalle de confiance.
Cependant, en cas d’ajustement insuffisant aux données (en utilisant un animal par sexe ou deux animaux du
sexe le plus sensible), une cinquiéme concentration d’exposition peut également suffire. Pour plus d'informations

sur le nombre d’animaux et les concentrations a utiliser pour une étude C x t, se reporter au document
d’orientation 39 (2).

Etude préliminaire pour le protocole C x t

35. Une étude préliminaire permet d’estimer l'activité de la substance d'essai et facilite le choix des niveaux de
concentration pour l'étude principale. Une étude préliminaire avec au maximum trois animaux par sexe et par
concentration (pour plus de détails, voir I'appendice IIl du document d'orientation 39) (2) peut étre utilisée afin
de sélectionner une concentration de départ appropriée pour I'étude principale et de réduire le nombre d’ani-
maux utilisés. Il peut en effet étre nécessaire de recourir a trois animaux par sexe pour établir une différence
selon le sexe. Ces animaux sont soumis & une exposition unique, d'une durée de 240 minutes en général. Pour
évaluer la faisabilité de la production d’atmosphéres d’essai appropriées, des essais techniques préliminaires sans
animaux sont réalisés. Il n'est généralement pas nécessaire de procéder a une étude préliminaire si 'on dispose de
données de mortalité provenant d'une étude effectuée suivant la méthode B.52 (4). Pour choisir la concentration
cible initiale dans une étude B.2, le directeur de I'étude tient compte des profils de mortalité observés dans
n'importe quelle étude B.52 (4) disponible, pour les deux sexes et pour toutes les concentrations testées, voir
document d'orientation 39 (2).

Concentration initiale pour le protocole C x t

36. La concentration initiale (Session d’exposition I) (voir appendice 1) est soit une concentration limite, soit une
concentration choisie par le directeur de I'étude sur la base d'une étude préliminaire. Des groupes constitués d'un
animal de chaque sexe sont exposés a cette concentration pendant des périodes de durée variable (15, 30, 60,
120 ou 240 minutes, par exemple), soit un total de 10 animaux, pour ce qu'on appelle la Session d’exposition I
(voir appendice 1).

37. Le choix des concentrations limites dépend généralement des exigences réglementaires. Lorsqu'on applique le
réglement (CE) n® 1272/2008, les concentrations limites pour les gaz, les vapeurs et les aérosols sont respec-
tivement de 20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l (ou, a défaut, la concentration maximale pouvant étre atteinte) (3). Il
peut savérer techniquement difficile d’atteindre les concentrations limites de certaines substances dessai, en
particulier pour les vapeurs et les aérosols. Pour les essais d'aérosols, I'objectif est datteindre une taille de
particule qui soit respirable (Cest-a- dire un DAMM de 1 & 4 pm), ce qui est possible avec la plupart des
substances d’essai a des concentrations de 2 mg/l. Les essais sur des aérosols & des concentrations supérieures
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a 2 mg/l ne sont tentés que si 'on peut obtenir des particules de taille respirable, voir document d’orientation 39
(2). Selon le réglement (CE) n® 1272/2008, il est déconseillé de réaliser des essais au-dela des concentrations
limites pour des raisons de bien-étre des animaux (3). Les essais au-dela de la concentration limite ne sont
envisagés que s'il est trés probable que leurs résultats présenteront un intérét direct pour la protection de la santé
humaine (3), et une justification est alors fournie dans le rapport d’étude. En cas de substance potentiellement
explosive, on prendra soin d'éviter les conditions susceptibles de provoquer une explosion. Afin d'éviter le
recours inutile 3 des animaux, un essai sans animaux est effectué avant l'essai a la concentration initiale pour
sassurer qu'il est possible d'atteindre dans la chambre les conditions expérimentales d’'un essai & cette concen-
tration.

Si une mortalité ou un état moribond sont observés a la concentration initiale, les résultats obtenus a cette
concentration peuvent servir de point de départ pour les essais suivants a d’autres concentrations (voir étude
principale). Si la concentration limite est impossible a atteindre du fait des propriétés physiques ou chimiques de
la substance d'essai, c’est la concentration maximale pouvant étre atteinte qui est testée. Si la létalité a cette
concentration est inférieure a 50 %, il n’y a pas lieu de poursuivre l'essai. Si la concentration limite n’a pas pu
étre atteinte, une explication, étayée par des données, est fournie dans le rapport d’étude. Si la concentration
maximale pouvant étre atteinte pour une vapeur ne provoque pas de toxicité, il peut étre nécessaire de produire
la substance d’essai sous la forme d'un aérosol liquide.

Etude principale pour le protocole C x t

La concentration initiale (session d’exposition 1) (voir appendice 1) testée dans I'étude principale est soit une
concentration limite, soit une concentration choisie par le directeur de I'étude sur la base d'une étude prélimi-
naire. Si une mortalité a été observée pendant ou aprés la session I, I'exposition minimale (C x t) qui a provoqué
la mortalité sert de guide pour déterminer la concentration et les périodes d’exposition pour la session II. Chaque
session d'exposition suivante dépendra de la session précédente (voir appendice 1).

Pour de nombreuses substances d’essai, les résultats obtenus a la concentration initiale, plus ceux obtenus lors de
trois sessions d’exposition supplémentaires sur une échelle de temps plus courte (la durée des périodes d’expo-
sition successives suivant une progression géométrique de facteur V2), sont suffisants pour établir la relation de
mortalité C x t (15). Nonobstant, il peut étre utile de recourir a une cinquieme concentration d’exposition [voir
appendice 1 et document d'orientation 39 (2)]. Pour le traitement mathématique des résultats concernant le
protocole C x t, voir appendice 1.

OBSERVATIONS

Un examen clinique des animaux est pratiqué régulierement pendant la période d’exposition. Apres I'exposition,
des examens cliniques sont réalisés au minimum deux fois le jour de I'exposition, ou plus fréquemment suivant
la réponse des animaux au traitement, et au minimum une fois par jour par la suite pendant une période de
14 jours. La durée de la période d’observation n’est pas fixée, mais est déterminée par la nature et le moment
d’apparition des signes cliniques, ainsi que par la durée de la période de récupération. Les moments d’apparition
et de disparition des signes de toxicité sont importants, en particulier quand on constate un certain retard dans
l'apparition de ces signes. Toutes les observations sont systématiquement enregistrées individuellement pour
chaque animal. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou de détresse sévere et
persistante sont euthanasiés pour des raisons de bien-étre animal. Lors de l'examen clinique des signes de
toxicité, il convient de veiller & ne pas confondre une piétre apparence initiale et des troubles respiratoires
passagers, imputables a la procédure d'exposition, avec une toxicité de la substance d'essai qui impliquerait
d’euthanasier les animaux plus tot. Les principes et critéres résumés dans le document d'orientation sur les effets
mesurés éthiquement acceptables sont pris en considération, voir document d’orientation 19 (7). Quand des
animaux sont retrouvés morts ou sont euthanasiés, I'heure de la mort est consignée le plus précisément possible.

Les observations quotidiennes portent notamment sur les modifications de la peau et des poils, des yeux et des
muqueuses, mais aussi sur les changements affectant I'appareil respiratoire, le systeme circulatoire, les systémes
nerveux autonome et central, ainsi que l'activité somatomotrice et le comportement. Toute différentiation entre
les effets locaux et systémiques est consignée autant que possible. Les tremblements, les convulsions, la saliva-
tion, les diarrhées, la 1éthargie, le sommeil et le coma doivent retenir lattention. La mesure de la température
rectale peut aider a mettre en évidence une bradypnée réflexe ou une hypo/hyperthermie liée au traitement ou au
confinement.

Poids corporel

Le poids corporel de chacun des animaux est enregistré une fois lors de la période d’acclimatation, le jour de
I'exposition (jour 0) juste avant celle-ci et au moins les jours 1, 3, et 7 (puis de facon hebdomadaire par la suite),
ainsi qu'au moment de la mort ou de l'euthanasie, sil est postérieur au jour 1. Le poids corporel est un
indicateur critique reconnu de la toxicité, on surveille donc attentivement les animaux, dont le poids reste
constamment inférieur de 20 %, ou plus a celui précédant I'étude. Les animaux survivants sont pesés et
euthanasiés a la fin de la période postexposition.

Pathologie

Tous les animaux d'expérience, y compris ceux morts au cours de I'essai ou euthanasiés et écartés de I'étude pour
des raisons de bien-étre animal, subissent une autopsie macroscopique. Lorsqu'un animal est découvert mort et
que son autopsie n'est pas réalisable immédiatement, I'animal est réfrigéré (mais non congelé) a une température
suffisamment basse pour minimiser l'autolyse. Les autopsies sont réalisées le plus tot possible, en général dans un
délai d'un a deux jours. Tous les changements macropathologiques sont enregistrés pour chaque animal en
prétant particulierement attention aux voies respiratoires.
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45. Dautres observations, ajoutées a priori a dessein, peuvent étre envisagées afin d'élargir I'interprétation de I'étude,
comme la mesure du poids pulmonaire des rats survivants et/ou la mise en évidence d’'une irritation par examen
de l'appareil respiratoire au microscope. Peuvent aussi étre examinés les organes montrant une pathologie
macroscopique chez les animaux survivant au moins 24 heures, et ceux pour lesquels une réaction au traitement
est connue ou attendue. Un examen microscopique de l'intégralité de l'appareil respiratoire peut fournir des
informations utiles pour les substances d’essai réactives a l'eau, comme les acides et les substances hygrosco-

piques.

RESULTATS ET RAPPORT
Résultats

46. Pour chacun des animaux, le poids corporel et les conclusions de l'autopsie sont fournis. Les résultats des
observations cliniques sont résumés sous la forme de tableaux et indiquer pour chaque groupe d'essai: le
nombre danimaux utilisés, le nombre d’animaux présentant des signes spécifiques de toxicité, le nombre
d’animaux retrouvés morts au cours de lessai ou euthanasiés, 'heure de la mort de chacun des animaux, la
description et I'évolution dans le temps des effets toxiques ainsi que leur réversibilité, et les conclusions de
l'autopsie.

Rapport d’essai

47. Le rapport d'essai contient, s'il y a lieu, les renseignements suivants:
Animaux d'expérience et conditions d’élevage:

— description des conditions d’encagement, y compris: nombre (ou évolution du nombre) d’animaux par cage,
matériel de litiere, température ambiante et taux d’humidité relative, photopériode et identification du régime
alimentaire,

— especes/souches utilisées et justification éventuelle de l'utilisation d’une espece autre que le rat,
— nombre, age et sexe des animaux,
— méthode de randomisation,

— détails sur la qualité de la nourriture et de I'eau (notamment origine/type de régime alimentaire, origine de
I'eau),

— description d’un éventuel conditionnement préalable a l'essai, tel que régime alimentaire, quarantaine ou
traitement de maladie.

Substance d’essai:

— nature physique, pureté et, sil y a lieu, propriétés physico-chimiques (y compris isomérisation),

— données d'identification et numéro CAS (Chemical Abstract Services) s'il est connu.

Véhicule:

— justification de I'emploi d'un véhicule et justification de son choix (s'il ne s'agit pas de l'eau),

— données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n'interfere pas avec les résultats de I'étude.
Chambre d'inhalation:

— description de la chambre d'inhalation avec ses dimensions et son volume,

— source et description de l'équipement utilisé pour l'exposition des animaux et pour la production de
l'atmosphere,

— équipement utilisé pour mesurer la température, 'humidité, la granulométrie et la concentration réelle,



L 81/28

Journal officiel de 'Union européenne

19.3.2014

— source de lair, traitement de l'air fourni/évacué et systéme de climatisation utilisé,

— méthodes utilisées pour étalonner 'équipement afin d’assurer 'homogénéité de I'atmosphére d’essai,

— différence de pression (positive ou négative),

— orifices d'exposition par chambre (“nez seul”) ou emplacement des animaux dans la chambre (“corps entier”),
— homogénéité/stabilité temporelle de I'atmosphére d’essai,

— situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage de l'atmosphére d'essai dans la
chambre d'exposition,

— débits d'air, débit dair par orifice d’exposition (“nez seul”) ou rapport du volume de l'animal a la chambre
(“corps entier”),

— informations sur I'équipement utilisé, le cas échéant, pour mesurer 'oxygene et le dioxyde de carbone,
— temps nécessaire pour atteindre I'équilibre dans la chambre d’exposition (tys),

— nombre de changements de volume par heure,

— doseurs (sl y en a).

Données concernant l'exposition:

— justification du choix de la concentration cible dans l'étude principale,

— concentrations nominales (masse totale de la substance d’essai produite dans la chambre d’inhalation, divisée
par le volume dair traversant la chambre),

— concentrations réelles de la substance d'essai obtenues dans la zone ol respirent les animaux; pour les
mélanges a tester produisant des formes physiques hétérogenes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des consti-
tuants peut étre analysé séparément,

— toutes les concentrations atmosphériques sont rapportées en unités de masse (mgfl, mg/m’, etc); les unités
de volume (ppm, ppb, etc.) peuvent aussi étre indiquées entre parentheses;

— répartition granulométrique des particules, diameétre aérodynamique médian de masse (DAMM) et écart type
géométrique o(g), ainsi que leur méthode de calcul. Les autres analyses de la taille de particules sont
consignées.

Conditions expérimentales:

— détails sur la préparation de la substance d'essai, y compris sur les procédures utilisées pour réduire la taille
des particules des matériaux solides ou pour préparer les solutions de la substance d’essai. Lorsque des
procédés mécaniques sont susceptibles d’avoir altéré la composition de la substance d'essai, inclure les
résultats des analyses effectuées pour vérifier la composition de la substance d’essai,

— description (si possible avec schéma) de I'équipement utilisé pour produire I'atmosphére d'essai et pour
exposer les animaux a celle-ci,

— détails sur la méthode de chimie analytique utilisée et la méthode de validation (notamment rendement de
récupération de la substance d’essai a partir du milieu d’échantillonnage),

— jutification du choix des concentrations d’essai.
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Résultats:

— tableau présentant la température, le taux d’humidité et le débit d’air dans la chambre d'inhalation,

— tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la chambre d’inhalation,

— tableau de données sur la taille des particules, notamment données analytiques sur le prélevement d’échan-

tillons, la répartition granulométrique et les calculs du DAMM et de o,

— tableau de données sur les réponses et le niveau de concentration pour chaque animal (c'est-a-dire nombre
d’animaux montrant des signes de toxicité, y compris de mortalité, et nature, sévérité, moment d’apparition
et durée des effets),

— poids corporel de chacun des animaux enregistrés lors de l'essai, date et heure de leur mort si celle-ci
intervient avant l'euthanasie prévue; moment d'apparition et évolution des signes de toxicité et, le cas
échéant, leur réversibilité,

— pour chaque animal, résultats de l'autopsie et observations histopathologiques disponibles,

— estimations de la 1étalité (CL5o, DLy; par exemple), notamment limites de confiance a 95 % et pente (si elle
est fournie par la méthode d’évaluation),

— relation statistique, y compris l'estimation du facteur n (pour le protocole C x t). Le nom du logiciel de
statistiques utilisé est indiqué.

Discussion et interprétation des résultats:

— un effort particulier est consacré a la description des méthodes utilisées pour répondre aux critéres de la
présente méthode d'essai, par exemple en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules,

— la respirabilité des particules est abordée a la lumiére des résultats d’ensemble, en particulier si les critéres de
taille des particules n'ont pu étre remplis,

— une explication est apportée §il a fallu euthanasier des animaux qui souffraient ou montraient des signes de
détresse sévere et persistante, en se basant sur les critéres du document d’orientation de 'OCDE sur les effets
mesurés éthiquement acceptables (8),

— si un essai suivant le chapitre B.52 de la présente annexe (4) a di étre interrompu en faveur de la présente
méthode d’essai B.2, les justifications sont fournies,

— la cohérence des méthodes utilisées pour déterminer les concentrations nominales et réelles, et la relation
entre la concentration réelle et la concentration nominale, sont incluses dans l'appréciation d’ensemble de
I'étude,

— la cause probable de la mort et le mode d’action prédominant (systémique ou local) sont abordés.
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Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis & un essai réalisé suivant la présente méthode dessai.
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Appendice 1

Protocole C x t

. Une étude séquentielle “Concentration x Temps” (C x t) peut constituer une alternative au protocole traditionnel

lorsqu'il s'agit d’évaluer la toxicité par inhalation (12) (13) (14). Elle est privilégiée lorsquune réglementation
particuliere sapplique ou pour un besoin scientifique nécessitant des essais sur animaux portant sur des durées
d’exposition multiples, par exemple a des fins d'établissement de plans d'intervention d'urgence ou d’'aménagement du
territoire. Cette approche débute en général avec un essai a la concentration limite (session d’exposition I) au cours
duquel les animaux sont exposés a la substance d'essai pendant cinq périodes de durées différentes (15, 30, 60, 120
et 240 minutes par exemple) de facon a obtenir plusieurs durées d’exposition pour une méme séance (voir figure 1).
Lorsquon applique le reglement (CE) n®1272/2008, les concentrations limites pour les gaz, les vapeurs et les
aérosols sont respectivement de 20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l. Ces niveaux ne peuvent étre dépassés que sl est
indispensable de réaliser des essais a ces niveaux de concentration pour des raisons réglementaires ou scientifiques
(voir le paragraphe 37 de la méthode B.2).

. Si l'on manque d'informations sur la toxicité de la substance d’essai, une étude préliminaire peut étre réalisée, au

cours de laquelle des groupes d’au maximum 3 animaux par sexe sont exposés a des concentrations cibles sélec-
tionnées par le directeur de I'étude, en général sur une durée de 240 minutes.

. Si une concentration limite est testée lors de la session d’exposition I et que l'on observe une mortalité inférieure a

50 %, il n'est pas nécessaire deffectuer des essais supplémentaires. Si, pour des raisons réglementaires ou scientifiques,
il est indispensable d’établir la relation concentration/temps/réponse pour des niveaux plus élevés que la concen-
tration limite indiquée, I'exposition suivante est réalisée, par exemple, au double de la concentration limite (c’est-a-dire
2L dans la figure 1).

. Si une toxicité est observée a la concentration limite, des essais supplémentaires (étude principale) sont nécessaires.

Ces expositions supplémentaires sont réalisées soit a des concentrations plus faibles (dans la figure 1: sessions
d’exposition 1II, Ill ou IV’), soit & des concentrations plus fortes sur des durées plus courtes (dans la figure 1,
session d’exposition IV) qui sont adaptées et moins espacées.

. L'essai (concentration initiale et concentrations supplémentaires) est réalisé avec l'animal de chaque sexe par point

concentration/temps, ou avec 2 animaux du sexe le plus sensible & la substance d’essai par point concentration/temps.
Le directeur de I'étude peut choisir, dans certaines circonstances, d'utiliser 2 rats de chaque sexe par point concen-
tration/temps, ou 4 animaux du sexe le plus sensible a la substance d’essai par point concentration/temps (15).
L'utilisation de 2 animaux par point concentration/temps réduit en général le biais et la variabilité des estimations,
augmente le taux de succés de l'estimation et améliore la couverture de Tintervalle de confiance lié a ce protocole.
Pour plus de détails, se reporter au document d’orientation 39 (2).

. Idéalement, chaque session d’exposition est exécutée sur une seule journée, ce qui donne la possibilité de retarder

T'exposition suivante jusqua ce qu'on soit raisonnablement str de la survie des animaux, et permet au directeur de
étude dajuster la concentration cible et les durées pour la prochaine séance d’exposition. Il est recommandé de
commencer chaque séance d’exposition avec le groupe qui sera exposé le plus longtemps, 240 minutes par exemple,
suivi du groupe qui sera exposé 120 minutes, et ainsi de suite. Si, par exemple, les animaux du groupe exposé
240 minutes meurent aprés 90 minutes d’exposition ou montrent des signes importants de toxicité (par exemple,
modifications considérables de la respiration, notamment difficultés respiratoires), il est inutile d’exposer un groupe
pendant 120 minutes car la mortalité serait trés vraisemblablement de 100 %. Le directeur de I'étude choisit alors des
durées d’exposition plus courtes pour cette concentration (90, 65, 45, 33 et 25 minutes par exemple).

. La concentration dans la chambre d’exposition est mesurée régulierement pour déterminer la concentration moyenne

pondérée en fonction du temps pour chaque durée d'exposition. Autant que possible, c'est Theure de la mort de
chaque animal qui est utilisée dans l'analyse statistique (et non la durée d'exposition).

. II convient d’examiner les résultats des quatre premicres sessions d’exposition pour repérer les éventuelles données

manquantes dans la courbe concentration-temps (voir figure 1). §'il manque effectivement des données, une expo-
sition supplémentaire (5¢ concentration) peut étre réalisée. La concentration et les durées d'exposition de cette
5¢ exposition sont choisies de maniere a combler cette lacune.

. Toutes les sessions d’exposition (y compris la premicre) seront utilisées pour calculer la relation concentration-temps-

réponse au moyen d'une analyse statistique (16). On utilisera si possible, pour chaque intervalle C x ¢, la concen-
tration moyenne pondérée en fonction du temps et la durée d’exposition jusqu'a la mort (si celle-ci intervient durant
T'exposition).
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Figure 1

Illustration hypothétique d’une relation concentration-temps-mortalité chez des rats
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Symboles vides = survivants; symboles pleins = animaux morts

Triangles = femelles; cercles = males

Ligne pleine = valeurs de CLs (de 7,5 & 240 minutes) pour les males, n = 1

Ligne tiretée = valeurs de CLso (de 7,5 & 240 minutes) pour les femelles, n = 1

Lignes pointillées = valeurs de CL5, hypothétique pour les males et les femelles si n avait été égal a 2 (12).
Glossaire

concentration limite.

durée d’exposition.
10. On trouvera ci-dessous un exemple de la procédure séquentielle:

Session d’exposition I — Essai a la concentration limite (voir figure 1)

— 1 animal/sexe par point concentration/temps; 10 animaux au total (%)
— Concentration cible () = concentration limite

— Exposer cinq groupes d'animaux a cette concentration cible pendant respectivement 15, 30, 60, 120 et
240 minutes.

Session d’exposition II () — Etude principale

— 1 animal/sexe par point concentration/temps; 10 animaux au total.

(%) Si aucune information n'est disponible sur la sensibilité de chaque sexe a la substance d’essai, des rats des deux sexes seront utilisés, soit
1 animal de chaque sexe par concentration. A partir d'informations existantes ou s'il apparait au cours de cette session d’exposition
qu'un des sexes est plus sensible, 10 animaux de ce sexe seront utilisés (2 animaux par point concentration/temps) a chaque niveau de
concentration pour les essais suivants.

Lorsqu'on applique le réglement (CE) n®1272/2008, les concentrations limites pour les gaz, les vapeurs et les aérosols sont respec-
tivement de 20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l. Si I'on s'attend & une toxicité ou en raison des résultats de I'étude préliminaire, on choisit
des concentrations de départ plus faibles. Pour des besoins réglementaires ou scientifiques, des concentrations plus fortes peuvent étre
utilisées.

Idéalement, l'exposition des animaux au niveau de concentration suivant est retardée jusqua ce quon soit raisonnablement str que les
animaux précédemment soumis au traitement ont survécu. Le directeur de I'étude peut alors ajuster la concentration cible et les durées
pour la session d’exposition suivante.

<=

~~
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11.

— Exposer cinq groupes d’animaux a une concentration plus faible (9) (1/2L) pendant des durées légérement plus
longues (d'un facteur \2, voir figure 1).

Session d’exposition III - Etude principale

— 1 animal/sexe par point concentration/temps; 10 animaux au total.

— Exposer cinq groupes d’animaux a une concentration plus faible (9) (1/4L) pendant des durées légérement plus
longues (d'un facteur V2, voir figure 1).

Session d’exposition IV’ — Etude principale

— 1 animal/sexe par point concentration/temps; 10 animaux au total.

— Exposer cinq groupes d’animaux a une concentration plus faible (9) (1/8L) pendant des durées 1égérement plus
longues (d'un facteur \2, voir figure 1).

l ou

Session d’exposition IV — Etude principale

— 1 animal/sexe par point concentration/temps; 10 animaux au total.

— Exposer cinq groupes d’animaux a une concentration plus forte () (2L) pendant des durées légerement plus
longues (d'un facteur V2; voir figure 1).

Traitement mathématique des résultats pour le protocole C x t

Une procédure C x t constituée de 4 ou 5 concentrations d’exposition et de 5 durées d’exposition génére respec-
tivement 20 ou 25 points de données. Avec ces points de données, la relation C x t peut étre calculée a l'aide d’une
analyse statistique (16):

Equation 1:

Probit(P) = by + byln C + byln t
ott C = concentration; t = durée d’exposition, ou
Equation 2:
Response = f(C"t)
oli n = by /b,.

Avec I'équation 1, la valeur de la CLs,, peut étre calculée pour une période de temps donnée (par exemple, 4 heures,
1 heure, 30 minutes ou n'importe quelle période de temps comprise dans la plage des périodes de temps testées) avec

P =5 (50 % de réponse). A noter que la régle de Haber ne s'applique que lorsque n = 1. La CLy; est calculée avec
P =1267.

(%) La dose minimale (concentration x temps) qui provoque la mortalité au cours de l'essai a la concentration initiale (premiére session

d’exposition) servira de guide pour déterminer la prochaine combinaison de concentrations et de durées d’exposition. Généralement, la
concentration diminuera de moitié (1/2L) et les animaux seront exposés sur une échelle de temps plus courte, les périodes d’exposition
étant réparties selon une progression géométrique de facteur 1,4 (V2, voir référence 11) centrée sur le temps correspondant au niveau
de la dose létale minimale (temps x concentration) observé lors de la premiere exposition. Dans la figure 1, la mortalité au cours de la
Session d’exposition I a d’abord été observée au bout de 15 minutes; les durées de la Session II ont donc été centrées autour de 30
minutes et sont de 15, 21, 30, 42 et 60 minutes. Aprés les deux premieres expositions, il est fortement recommandé de tracer les
résultats dans un graphique similaire, comme indiqué ci-dessus, et de vérifier si la relation entre la concentration et le temps définit un
angle de 45 degrés (n = 1) ou si la pente de la relation concentration-temps-réponse est moins forte (n = 2 par exemple) ou plus forte
(n = 0,8 par exemple). Dans ces derniers cas, il est fortement recommandé d’adapter en conséquence les concentrations et les durées
suivantes.

Dans certains cas, il peut étre nécessaire d'augmenter la concentration (2L) sur une échelle de temps plus courte, les périodes
dexposition étant réparties selon une progression géométrique de facteur 1,4 (V2) centrée sur le temps correspondant au niveau de
dose létale minimale observé lors de la premiére exposition. La durée minimale d’exposition est de préférence supérieure a 5 minutes et
la durée maximale d’exposition ne dépasse pas 8 heures.»
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4) les chapitres B.7 et B.8 sont remplacés par le texte suivant:

«B.7. ETUDE DE TOXICITE ORALE A DOSE REPETEE PENDANT 28 JOURS SUR LES RONGEURS

INTRODUCTION

La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 407 (2008) de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques. La ligne directrice 407 originale avait été adoptée en 1981. Des modifications y ont été apportées en
1995 afin de tirer davantage d'informations des animaux utilisés dans I'étude, en particulier en matiere de
neurotoxicité et d'immunotoxicité.

L’OCDE a lancé en 1998 une activité prioritaire destinée a réviser les lignes directrices existantes et a en élaborer
de nouvelles pour les essais et le dépistage des perturbateurs endocriniens (8). L'un des objectifs était de mettre a
jour la ligne directrice de 'OCDE relative a I"étude de toxicité orale a dose répétée pendant 28 jours sur les
rongeurs” (407), en y introduisant des parametres capables de détecter l'activité endocrinienne des substances
d’essai. Le protocole a alors fait 'objet d'un programme international approfondi chargé d’évaluer la pertinence et
la praticabilité de ces parametres additionnels, leur performance pour des produits chimiques a activité (anti)ces-
trogénique, (anti)androgénique et (anti)thyroidienne, leur reproductibilité intra- et inter-laboratoires et leur inter-
férence avec les parametres requis par la version antérieure de la ligne directrice. Les trés nombreuses données
ainsi recueillies ont été rassemblées et évaluées en détail dans un rapport tres complet de 'OCDE (9). La présente
mise a jour de la méthode B.7 est le fruit de lexpérience et des résultats accumulés durant le programme
international d’essais. Elle permet de mettre certains effets a médiation endocrinienne en perspective avec d’autres
effets toxicologiques.

REMARQUES PRELIMINAIRES ET LIMITATIVES

Lors de l'appréciation et de I'évaluation des caractéristiques toxiques d'un produit chimique, la détermination de
la toxicité orale a doses répétées peut s'effectuer apres avoir obtenu des informations préliminaires sur la toxicité
a partir d’essais de toxicité aigué. La présente méthode d’essai vise a étudier les effets toxiques des produits
chimiques sur un large spectre de cibles de toxicité. Elle fournit des informations sur les risques pour la santé que
peut entrainer une exposition répétée durant une période de temps relativement limitée, notamment pour le
systéme nerveux, le systéme immunitaire et le systeme endocrinien. Concernant ces critéres d'effet précis, elle
devrait permettre d’identifier des produits chimiques potentiellement neurotoxiques, pouvant justifier des études
plus approfondies de cet aspect, etdes produits chimiques qui interferent avec la physiologie de la thyroide. Elle
pourrait également fournir des données sur les produits chimiques qui affectent les organes reproducteurs males
et/ou femelles des jeunes animaux adultes et donner des indications sur leurs effets immunologiques.

Les résultats de la présente méthode d’essai B.7 devraient servir a l'identification des dangers et a I'évaluation des
risques. Les résultats obtenus concernant les parametres endocriniens devraient étre interprétés a la lumiére du
“Cadre conceptuel de 'OCDE pour les essais et I'évaluation des produits chimiques perturbant le systeme
endocrinien” (11). La méthode prévoit une étude basique de toxicité a dose répétée, pouvant étre utilisée sur
les produits chimiques pour lesquels une étude de 90 jours n'est pas justifiée (par exemple quand le volume de
production ne dépasse pas certaines limites) ou préalablement a une étude a long terme. La durée d’exposition
doit étre de 28 jours.

Le programme international mené afin de valider les paramétres susceptibles de détecter I'activité endocrinienne
d'une substance d’essai a montré que la qualité des données obtenues grice a cette méthode d’essai B.7 dépendra
beaucoup de l'expérience du laboratoire pratiquant les essais. Ce constat concerne spécifiquement la détermina-
tion histopathologique de changements cycliques dans les organes reproducteurs femelles et la détermination du
poids des petits organes hormono-dépendants, difficiles a disséquer. Un document d’orientation a été élaboré en
matiere d’histopathologie (19). Il est disponible sur le site de 'TOCDE a la rubrique consacrée aux lignes
directrices pour les essais de produits chimiques. Il vise a aider les pathologistes dans leurs investigations et a
améliorer la sensibilité des essais. Un certain nombre de paramétres ont été identifiés comme indicateurs de
toxicité endocrinienne et ont été ajoutés a la méthode d’essai. D'autres, dont l'utilité n'a pu étre prouvée faute de
données suffisantes ou dont la capacité a détecter les perturbateurs endocriniens a été insuffisamment démontrée
par le programme de validation, sont proposés comme parameétres facultatifs (voir appendice 2).

Sur la base des données produites par le processus de validation, il convient de souligner que la sensibilité de cet
essai est insuffisante pour identifier toutes les substances présentant une action (anti)androgénique ou (anti)ces-
trogénique (9). La présente méhtode d'essai ne s'applique pas a un stade de vie tres sensible aux perturbations
endocriniennes. Elle a pourtant permis, pendant le processus de validation, d'identifier des substances affectant
faiblement ou fortement la fonction thyroidienne, ainsi que des substances agissant fortement ou modérément
sur le systéme endocrinien par le biais des récepteurs aux cestrogenes et aux androgénes, mais dans la plupart
des cas, n'est pas parvenue a identifier les substances agissant sur le systéme endocrinien en affectant faiblement
ces récepteurs. Ainsi ne peut-elle étre décrite comme un essai de dépistage de l'activité endocrinienne.

Par conséquent, I'absence d'effet li€ a ces modes d’action ne peut constituer une preuve de l'absence d'effet sur le
systeme endocrinien. En ce qui concerne les effets & médiation endocrinienne, la caractérisation des substances
ne doit donc pas sappuyer uniquement sur les résultats de la présente méthode d'essai, mais doit étre utilisée
dans le cadre d'une démarche fondée sur le “poids de la preuve”, combinant toutes les données existant sur un
produit chimique pour caractériser son action potentielle sur le systéme endocrinien. Cest pourquoi la prise de
décision réglementaire sur lactivité endocrinienne des produits chimiques (caractérisation des substances) doit
adopter une méthode large ne s'appuyant pas sur les résultats de cette seule méthode d’essai.
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8. 1l est entendu que toutes les procédures d’essai utilisant des animaux obéiront aux normes locales en vigueur sur
le traitement a leur réserver; la description des soins et traitements prodigués aux animaux utilisés dans le
présent essai correspond donc a des normes de performance minimales qui seront le cas échéant adaptées a la
législation locale si celle-ci est plus stricte. D'autres recommandations sur I'humanité du traitement a réserver aux
animaux ont été formulées par TOCDE (14).

9. Lappendice 1 présente les définitions utilisées.

PRINCIPE DE L’ESSAI

10. La substance a tester est administrée quotidiennement par voie orale a différents niveaux de dose a plusieurs
groupes d’animaux, & raison d’un niveau de dose par groupe, pendant une période de 28 jours. Chaque jour au
cours de cette période, les animaux sont examinés soigneusement afin de déceler tout signe de toxicité. Les
animaux qui meurent ou qui sont euthanasiés au cours de l'essai sont autopsiés et, au terme de lessai, les
animaux survivants sont également euthanasiés et autopsiés. Une étude de 28 jours fournit des informations sur
les effets d'une exposition répétée par voix orale et peut indiquer la nécessité d'études ultérieures plus longues.
Elle peut également apporter des informations sur la sélection des concentrations en vue d’études plus poussées.
Les données tirées de l'application de la méthode d’essai devraient permettre de caractériser la toxicité de la
substance d'essai, d’avoir une indication sur la relation dose réponse et de déterminer la concentration sans effet
nocif observé (CSENO).

DESCRIPTION DE LA METHODE
Sélection de I'espéce animale

11. L'espece de rongeur préférée est le rat, bien que d’autres especes de rongeurs puissent étre utilisées. Si les
parametres spécifiés dans la méthode d’essai B.7 sont étudiés sur une autre espéce de rongeur, une justification
détaillée devra étre donnée. Bien qu'il soit biologiquement plausible que d’autres espéces répondent aux produits
toxiques de maniére similaire au rat, l'utilisation d’espéces plus petites peut provoquer une variabilité accrue
compte tenu de la difficulté technique a disséquer des organes de plus petite taille. Le rat a été la seule espece
utilisée lors du programme international de validation des parametres pour la détection des perturbateurs
endocriniens. 1l convient d’employer de jeunes animaux adultes sains issus de souches de laboratoire courantes.
Les femelles doivent étre nullipares et non gravides. L'administration doit commencer dés que possible apres le
sevrage et, dans tous les cas, avant 'age de neuf semaines. Au début de I'étude, les différences de poids entre les
animaux utilisés doivent étre minimales et ne pas excéder + 20 % de la moyenne du poids pour chaque sexe.
Lorsque l'essai est conduit a titre d’étude préliminaire a une étude de toxicité a long terme, il est préférable
d'utiliser des animaux issus de la méme souche et de la méme source dans les deux études.

Encagement et alimentation

12. Toutes les procédures doivent respecter les normes locales en vigueur sur le traitement des animaux de labo-
ratoire. La température dans le local d’expérimentation doit étre de 22 °C ( 3 °C). L'humidité relative doit étre
d’au moins 30 % et si possible ne pas dépasser 70 %, excepté pendant le nettoyage de la piéce, l'idéal étant 50-
60 %. Pour l'éclairage, on doit utiliser la lumiere artificielle et respecter une séquence de 12 heures d’éclairement
et 12 heures d'obscurité. Le régime alimentaire peut étre un régime classique de laboratoire avec eau potable a
satiété. Le choix du régime alimentaire peut étre influencé par la nécessité d’assurer un mélange convenable de la
substance d'essai, lorsqu'elle est administrée dans la nourriture. Les animaux doivent étre encagés par petits
groupes du méme sexe; ils peuvent étre encagés individuellement si une nécessité scientifique le justifie. Pour
I'encagement de groupe, il convient de ne pas dépasser cinq animaux par cage.

13. La nourriture doit étre analysée régulierement a la recherche de contaminants. Un échantillon en sera conservé
jusqua la finalisation du rapport.

Préparation des animaux

14. De jeunes animaux adultes sains sont répartis au hasard entre le groupe témoin et les groupes traités. Les cages
doivent étre placées de facon a réduire au minimum l'influence éventuelle de leur disposition sur les résultats. Les
animaux sont identifiés individuellement et placés dans les cages au moins cinq jours avant le début de I'étude,
pour leur permettre de s'acclimater aux conditions du laboratoire.

Préparation des doses

15. La substance d’essai est administrée par gavage ou dans la nourriture ou I'eau de boisson, la méthode étant
choisie en fonction de l'objectif de I'étude et des propriétés physico-chimiques, toxiques et cinétiques de la
substance d’essai.

16. Lorsque cela s'avere nécessaire, la substance d'essai est dissoute ou mise en suspension dans un véhicule adéquat.
On recommande, de privilégier, dans la mesure du possible, I'utilisation d'une solution ou d’une suspension
aqueuse. A défaut, on peut utiliser une solution ou une suspension dans 'huile (par exemple I'huile de mais) et
finalement une solution dans d'autres véhicules. La toxicité des véhicules autres que 'eau doit étre connue. La
stabilité de la substance d’essai dans le véhicule doit étre déterminée.
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PROTOCOLE
Nombre et sexe des animaux

Au moins 10 animaux (5 femelles et 5 males) doivent étre utilisés pour chaque dose. Si on envisage d’eutha-
nasier des animaux au cours de l'essai, il faut accroitre le nombre d’animaux d’expérience du nombre d’animaux
euthanasiés avant la fin de I'épreuve. On envisagera d'inclure un groupe satellite supplémentaire de 10 animaux
(5 par sexe) dans le groupe témoin et dans le groupe traité a la plus forte dose, afin d’'observer la réversibilité, la
persistance, ou l'apparition tardive des effets toxiques, au moins 14 jours apres le traitement.

Dosage

De maniére générale, au moins trois groupes d'essai et un groupe témoin doivent étre utilisés, mais si d’aprés
I'évaluation des autres données aucun effet n'est attendu a la dose de 1 000 mg/kg de poids corporelfjour, un
essai limite peut étre réalisé. S'il n'existe aucune donnée préalable, une étude préliminaire (animaux de la méme
souche et de la méme provenance) peut étre menée pour faciliter la détermination des doses a utiliser. Exception
faite de I'exposition avec la substance a tester, les animaux du groupe témoin doivent étre traités d'une maniére
identique a ceux des groupes dessai. Si un véhicule est employé pour administrer la substance dessai, on
administrera au groupe témoin le plus grand volume de véhicule utilisé.

Les niveaux de dose doivent étre déterminés en tenant compte de toutes les informations disponibles concernant
les propriétés toxiques ou toxico-cinétiques de la substance d’essai ou de substances analogues. La dose la plus
élevée doit provoquer des effets toxiques, sans étre létale ou causer de séveres souffrances. Une séquence de doses
décroissantes doit ensuite étre sélectionnée en vue de mettre en évidence tout effet lié a la dose ainsi qu'une
concentration sans effet nocif observé (CSENO) a la dose la plus faible. Des intervalles correspondant a un
facteur 2 ou 4 sont souvent les plus appropriés entre les doses décroissantes et I'inclusion d’'un quatrieme groupe
d’essai est souvent préférable a la fixation de trés grands intervalles (par exemple un facteur supérieur a 10) entre
les doses.

En cas d'observation d’'une toxicité générale (par exemple réduction du poids corporel, effets sur le foie, le cceur,
les poumons ou les reins, etc.) ou d’autres modifications susceptibles de ne pas constituer une réponse toxique
(par exemple diminution de la prise de nourriture, grossissement du foie), les effets observés sur les parametres
neurologiques, endocriniens ou liés au systeme immunitaire, devront étre interprétés avec précaution.

Essai limite

Si un essai pratiqué avec une seule dose d’au moins 1 000 mg/kg de poids corporelfjour, ou, pour une adminis-
tration par le biais de la nourriture ou de I'eau, d'un pourcentage équivalent de cette nourriture ou de cette eau
(en fonction de la détermination du poids corporel), en suivant le mode opératoire décrit pour cette étude, ne
produit aucun effet toxique observable et sil n'y a pas de raison de penser que la substance soit toxique compte
tenu des données dont on dispose au sujet de substances ayant une structure analogue, on peut considérer qu'il
n'est pas nécessaire de réaliser une étude compléte avec trois niveaux de dose. L'essai limite sapplique, sauf
lorsque les données d’exposition humaine indiquent la nécessité d'utiliser une dose plus élevée.

Administration des doses

La substance d'essai est administrée aux animaux quotidiennement, sept jours sur sept, sur une période de
28 jours. Lorsque la substance d’essai est administrée par gavage, les animaux doivent recevoir une dose unique,
introduite au moyen d’une sonde gastrique ou d'une canule d'intubation appropriée. Le volume maximal de
liquide pouvant étre administré en une fois dépend de la taille de 'animal d’expérience. Ce volume ne doit pas
dépasser 1 ml/100 g de poids corporel, sauf dans le cas des solutions aqueuses ot il peut aller jusqua 2 ml/100 g
de poids corporel. Exception faite des substances irritantes ou corrosives, qui provoqueront normalement des
effets exacerbés aux concentrations plus élevées, il convient de réduire au minimum la variabilité du volume
d’essai en ajustant la concentration pour obtenir un volume constant a toutes les doses.

Si la substance d'essai est administrée dans les aliments ou l'eau de boisson, il importe de s'assurer que sa
quantité n'interfére ni avec la nutrition normale ni avec I'équilibre hydrique. Lorsque la substance d'essai est
incorporée aux aliments, deux possibilités sont offertes: soit le maintien d'une concentration constante dans les
aliments (ppm), soit le maintien d’'un niveau de dose constant par rapport au poids corporel des animaux; il y a
lieu de préciser I'option choisie. Si la substance est administrée par gavage, la dose doit étre administrée a la
méme heure chaque jour et ajustée si nécessaire pour rester constante par rapport au poids corporel de I'animal.
Lorsquune étude a doses répétées sert de d’étude préliminaire & une étude de toxicité a long terme, il faut
applique le méme régime alimentaire dans les deux études.

Observations

La période d’observation doit durer 28 jours. Les animaux d’un groupe satellite destinés a des observations
ultérieures ne doivent recevoir aucun traitement pendant au moins 14 jours en vue de détecter d’éventuels effets
toxiques différés ou persistants, ou de mettre en évidence le rétablissement des animaux traités.

Les animaux doivent faire 'objet d’'un examen clinique général au moins une fois par jour, de préférence aux
mémes heures, en prenant en considération la période ou les effets prévus devraient étre les plus marqués apres
ladministration. L'état de santé des animaux doit étre consigné. Au moins deux fois par jour, I'ensemble des
animaux fait I'objet d'un constat de morbidité et de mortalité.
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26. Tous les animaux doivent faire I'objet d'un examen clinique détaillé, une fois avant la premiére exposition (pour
pouvoir effectuer des comparaisons sur un méme individu), et ensuite au moins une fois par semaine. Ces
observations doivent étre effectuées hors de la cage habituelle, sur une aire standard, de préférence toujours au
méme moment de la journée. Elles doivent étre soigneusement consignées, de préférence en utilisant un systéme
de cotation, explicitement défini par le laboratoire qui réalise l'essai. Il faudrait s'efforcer de minimiser les
variations des conditions d’essai et prendre les dispositions nécessaires pour que les examens soient effectués
par des observateurs n'ayant pas connaissance du traitement. Les symptomes relevés devraient couvrir les
observations suivantes (sans que cette liste soit exhaustive): modifications de l'état de la peau, de la fourrure,
des yeux, des muqueuses, apparition de sécrétions et d'excrétions, et de réactions neuro-végétatives (par exemple,
sécrétion de larmes, horripilation, dimension de la pupille, respiration anormale). Il convient également de
consigner les changements dans la démarche, la posture et les réactions a la manipulation ainsi que la présence
de mouvements cloniques ou toniques, des comportements stéréotypés (par exemple, toilettage excessif, parcours
circulaires répétitifs) ou comportements bizarres (par exemple, automutilation, marche a reculons) (2).

27. Lors de la quatrieme semaine d’'exposition, il faut vérifier la réactivité sensorielle a différents types de stimuli (2)
(stimuli auditifs, visuels et proprioceptifs, par exemple) (3) (4) (5), et évaluer la force de préhension (6) et
l'activité motrice (7). On trouvera dans les références bibliographiques susmentionnées une description plus
détaillée des modes opératoires. Toutefois, on peut également utiliser d’autres modes opératoires que ceux qui
figurent dans les références.

28. Les observations fonctionnelles réalisées au cours de la quatriéme semaine d’exposition peuvent étre omises
lorsque l'essai sert d’étude préliminaire & une étude subchronique ultérieure (90 jours). Dans ce cas, les obser-
vations fonctionnelles devront étre menées au cours de la seconde étude. Cela étant, les données tirées des
observations fonctionnelles de I'étude a doses répétées peuvent faciliter la sélection des doses retenues pour
I'étude subchronique ultérieure.

29. A titre exceptionnel, les observations fonctionnelles peuvent aussi étre omises pour des groupes qui par ailleurs
présentent des symptomes de toxicité a un degré tel qu'ils interféreraient sensiblement avec le déroulement de
l'essai fonctionnel.

30. Lors de l'autopsie, le cycle cestral de I'ensemble des femelles peut étre déterminé (facultatif) par frottis vaginal.
Ces observations fourniront des informations sur le stade du cycle cestral atteint au moment de I'euthanasie et
faciliteront I'évaluation histologique des tissus sensibles aux cestrogenes [voir le guide d'orientations sur histo-
pathologie (19)].

Poids corporel et consommation de nourriture et d’eau

31. Tous les animaux doivent étre pesés au moins une fois par semaine. La consommation de nourriture doit
également étre mesurée au moins une fois par semaine. Si la substance d'essai est administrée dans l'eau de
boisson, la consommation d’eau doit aussi étre mesurée au moins une fois par semaine.

Hématologie

32. A la fin de la période dessai, il faut procéder aux examens hématologiques suivants: hématocrite, concentration
d’hémoglobine, numération des érythrocytes, reticulocytes, numération et formule leucocytaire, numération des
plaquettes et mesure du temps et potentiel de coagulation. D’autres analyses devant étre menées si la substance
d’essai ou ses métabolites supposés ont ou sont susceptibles d’avoir des propriétés oxydantes portent notamment
sur la concentration de méthémoglobine et les corps de Heinz.

33. Des échantillons de sang doivent étre prélevés a un endroit spécifié juste avant ou pendant la procédure
d’euthanasie des animaux, et stockés dans des conditions appropriées. Les animaux doivent avoir jetiné la
nuit précédant l'euthanasie (1).

Biochimie clinique

34. Les analyses de biochimie clinique destinées a étudier les principaux effets toxiques sur les tissus, et en particulier
sur le rein et le foie, devraient étre pratiquées sur des échantillons de sang prélevés sur tous les animaux juste
avant ou pendant leur euthanasie (a I'exception des animaux trouvés moribonds et/ou euthanasiés avant la fin de
I'essai). Les analyses du plasma ou du sérum doivent porter sur le sodium, le potassium, le glucose, le cholestérol
total, I'urée, la créatinine, la concentration totale de protéines et d’albumine, au moins deux enzymes indicatrices
des effets hépatocellulaires (telles que l'alanine aminotransférase, l'aspartate aminotransférase, la phosphatase
alcaline, la gamma glutamyle transpeptidase et la glutamate déshydrogénase), ainsi que sur les acides biliaires.
Le dosage d’autres enzymes (d'origine hépatique ou autre) et de la bilirubine, peut fournir des informations utiles
dans certaines circonstances.

35. A titre facultatif, on peut effectuer les analyses d’urine suivantes au cours de la derniére semaine de I'étude sur
des échantillons d’urine prélevés a des moments déterminés: apparence, volume, osmolalité ou poids spécifique,
pH, protéines, glucose, sang et cellules sanguines.

(") II est préférable de faire jetiner les animaux durant la nuit qui précede la prise de sang pour un certain nombre de dosages dans le
sérum et le plasma, surtout pour le dosage du glucose. Cette recommandation est principalement motivée par l'accroissement de
variabilité qui découlerait inévitablement d'une non- observation du jetine et qui tendrait & masquer des effets plus subtils, rendant de ce
fait Iinterprétation des résultats plus difficile. En revanche, I'observation du jetine durant une nuit entieére risque de perturber le
métabolisme général des animaux et, notamment lors d’études ot la substance d'essai est administrée dans la nourriture, risque de
perturber I'exposition quotidienne a la substance d’essai. Si la pratique du jetine durant la nuit est adoptée, les analyses de biochimie
clinique doivent étre réalisées apres les observations fonctionnelles faites au cours de la quatrieme semaine de I'étude.
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36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

1l faudrait envisager par ailleurs de rechercher dans le plasma ou le sérum des marqueurs de 1ésions générales des
tissus. Si les propriétés connues de la substance d’essai risquent ou sont soupconnées daffecter certaines voies
métaboliques, on devrait procéder a d’autres analyses, notamment celles du calcium, du phosphate, des trigly-
cérides, d’hormones spécifiques et de la cholinestérase. La nécessité de ces analyses doit étre déterminée pour
certaines classes de produits chimiques ou au cas par cas.

Bien que I'évaluation internationale des paramétres liés au systéme endocrinien n’ait pas pu établir de fagon claire
lintérét de l'analyse des hormones thyroidiennes (T3, T4) et de la TSH, il peut étre utile de conserver des
échantillons de plasma ou de sérum pour mesurer la T3, la T4 et la TSH (facultatif) s'il semble qu'un effet sur
l'axe hypophyso-thyroidien puisse exister. Ces échantillons pourront étre congelés a - 20 °C pour étre stockés.
Les facteurs suivants peuvent influencer la variabilité et les concentrations absolues lors de I'analyse hormonale:

— moment de l'euthanasie, en raison de la variation diurne des concentrations hormonales,

— méthode d’euthanasie, évitant de stresser inutilement les animaux, ce qui pourrait affecter leurs concentra-
tions hormonales,

— kits d’analyse hormonale pouvant différer par leurs courbes standards.

L'identification définitive des substances chimiques actives sur le systéme thyroidien s'appuiera de maniére plus
fiable sur I'analyse histopathologique que sur les niveaux hormonaux.

Les échantillons de plasma destinés spécifiquement a l'analyse hormonale doivent étre prélevés aux mémes
heures de la journée. 1l est recommandé de prendre en considération les taux de T3, T4 et TSH provoqués
par des altérations de Thistopathologie de la thyroide. Les valeurs numériques obtenues lors de l'analyse des
concentrations hormonales différent selon les kits d’essai du commerce utilisés. Il peut ainsi ne pas étre possible
de fournir des critéres de performance fondés sur des données historiques homogenes. Pour pallier cet incon-
vénient, les laboratoires s'efforceront de maintenir les coefficients de variation en dessous de 25 pour la T3 et
pour la T4 et de 35 pour la TSH. Toutes les concentrations doivent étre exprimées en ng/ml.

Si les données de référence historiques sont inappropriées, il conviendra de prendre en compte les variables
d’hématologie et de biochimie clinique avant le début du dosage ou de préférence sur un groupe d’animaux
distincts des groupes d'essai.

PATHOLOGIE
Autopsie générale

Tous les animaux utilisés dans I'étude feront I'objet d'une autopsie générale, complete et détaillée, qui comporte
un examen approfondi de la surface externe du corps, de tous les orifices ainsi que des cavités cranienne,
thoracique et abdominale et de leur contenu. Le foie, les reins, les glandes surrénales, les testicules, les épidi-
dymes, I'ensemble formé par la prostate, les vésicules séminales et les glandes coagulante le thymus, la rate, le
cerveau et le cceur de tous les animaux (2 I'exception des animaux moribonds etfou euthanasiés avant la fin de
I'essai) doivent étre débarrassés, le cas échéant, de tout tissu adhérent et pesés a I'état frais des que possible apres
la dissection, afin d'éviter leur dessiccation. Il convient d'enlever trés soigneusement les tissus adhérents de
Iensemble de la prostate, de fagon a éviter toute ponction de la vésicule séminale remplies de liquide. Une
alternative consistera a débarrasser la vésicule séminale et la prostate des tissus adhérents et de les peser apres
fixation.

De maniére facultative, deux autres organes peuvent aussi étre pesés dés que possible apres la dissection, afin
d'éviter leur dessiccation: les deux ovaires (poids frais) et I'utérus, y compris le col de l'utérus [des orientations
sur l'ablation et la préparation des tissus utérins pour leur pesée sont données par la ligne directrice 440 de
I'OCDE (18)].

Le poids de la thyroide (facultatif) peut étre déterminé apres la fixation. L'élimination des tissus adhérents doit
également s'opérer avec beaucoup de soin et seulement apres la fixation pour éviter d’abimer les tissus, et par la
de compromettre I'analyse d’histopathologie.

Les tissus suivants doivent étre conservés dans le milieu de fixation le plus approprié compte tenu a la fois du
type de tissu et des examens histopathologiques prévus (voir paragraphe 47): toutes les lésions macroscopiques,
Iencéphale (les régions représentatives du cerveau comprenant les hémispheres cérébraux, le cervelet et la
protubérance annulaire), la moelle épiniére, les yeux, I'estomac, l'intestin gréle, le gros intestin (y compris les
plaques de Peyer), le foie, les reins, les glandes surrénales, la rate, le cceur, le thymus, la thyroide, la trachée et les
poumons (préservés par injection de fixateur, puis immergés), les gonades (testicules et ovaires), les organes
génitaux auxiliaires (utérus et col de l'utérus, épididymes, prostate + vésicules séminales et glandes coagulantes),
le vagin, la vessie, les ganglions lymphatiques [le ganglion lymphatique le plus proximal et un autre, en fonction
de T'expérience du laboratoire (15)], un nerf périphérique (sciatique ou poplité interne), de préférence tout prés
du muscle, un muscle squelettique et un os, avec la moelle osseuse (coupe ou a défaut une ponction examinée
immédiatement). 1l est recommandé de fixer les testicules par immersion dans un fixateur de Bouin ou de
Davidson modifié (16) (17). L'albuginée du testicule doit étre ponctionnée délicatement et superficiellement aux
deux poles de T'organe avec une aiguille pour permettre la pénétration rapide du fixateur. Les résultats des
observations cliniques et autres peuvent conduire a I'examen de tissus supplémentaires. En outre, il y a lieu de
conserver tout organe qui pourrait étre considéré comme un organe cible possible, eu égard aux propriétés
connues de la substance d’essai.
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44, Les tissus suivants peuvent apporter des informations utiles sur les effets endocriniens: gonades (ovaires et
testicules), organes génitaux auxiliaires (utérus et col de l'utérus, épididymes, vésicules séminales et glande
coagulante, prostate dorsolatérale et ventrale), vagin, hypophyse, glande mammaire male, glande thyroidienne
et glande surrénale. Les changements survenant dans les glandes mammaires males n'ont pas encore été
insuffisamment documentés, mais ce parameétre peut s'avérer trés sensible aux substances a action cestrogénique.
L'observation des organes/tissus non cités au paragraphe 43 est facultative (voir appendice 2).

45. Le document d’orientation sur I'histopathologie (19) fournit des informations supplémentaires sur la dissection,
la fixation, le prélevement et Thistopathologie des tissus endocriniens.

46. Au cours du programme d’essais international, des éléments de preuve ont été apportés montrant que des effets
subtils sur le systéme endocrinien de substances chimiques susceptibles de faiblement déséquilibrer 'homéostasie
des hormones sexuelles peuvent étre identifiés par leur capacité a perturber la synchronisation du cycle cestral
dans différents tissus plutot que par une nette altération histopathologique des organes sexuels femelles. Bien
qu'aucune preuve définitive n’ait été apportée sur ces effets, il est recommandé que les preuves d'une asynchronie
possible du cycle oestral soient prises en compte dans I'interprétation de I'examen histopathlogique des ovaires
(cellules folliculaires, thécales et de la granulosa), de l'utérus, du col de l'utérus et du vagin. Si elle est évaluée
(facultatif), la période du cycle déterminée par les frottis vaginaux peut également étre incluse dans cette
comparaison

Histopathologie

47. Un examen histopathologique complet doit étre pratiqué sur les tissus et organes conservés de tous les animaux
appartenant au groupe témoin et au groupe traité a la dose la plus élevée. Ces examens devront étre étendus aux
animaux de tous les autres groupes de dosage dés lors qu'on observe des modifications liées au traitement dans
le groupe traité a la dose la plus élevée.

48. Toutes les 1ésions macroscopiques seront examinées.

49. Si un groupe satellite est inclus, les tissus et organes sur lesquels des effets ont été observés dans les groupes
traités doivent faire 'objet d'un examen histopathologique.

RESULTATS ET RAPPORT
Résultats

50. 11 faut présenter les résultats correspondant a chaque animal. En outre, toutes les données doivent étre résumés
sous forme de tableaux faisant apparaitre, pour chaque groupe dessai, le nombre d’animaux au début de I'essai,
le nombre d’animaux trouvés morts au cours de l'essai ou euthanasiés, le moment de la mort ou de l'euthanasie,
le nombre d’animaux présentant des signes de toxicité, et une description des ces signes, notamment le moment
de leur apparition, leur durée et leur gravité, le nombre d’animaux présentant des lésions, les types de 1ésions,
leur gravité et le pourcentage d’animaux affecté par chaque type de lésion.

51. Dans la mesure du possible, les résultats numériques devraient étre évalués par une méthode statistique appro-
priée et largement reconnue. La comparaison des effets au sein d’'une méme fourchette de dosage devrait éviter
d’avoir a recourir a des tests de t multiples. Les méthodes statistiques devront étre sélectionnées au stade de la
conception de I'étude.

52. A des fins de controle de la qualité, il est suggéré de recueillir des données de controle historiques et de calculer
les coefficients de variation pour les données numériques, en particulier pour les paramétres liés a la détection
des perturbateurs endocriniens. Ces données peuvent étre utilisées & des fins comparatives lorsque des études
réelles sont évaluées.

Rapport d’essai

53. Le rapport d'essai doit inclure les informations suivantes:
Substance d’essai:
— état physique, pureté et propriétés physico-chimiques,
— données permettant I'identification chimique.
Véhicule, le cas échéant:

— justification du choix du véhicule, sil est autre que l'eau.
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Animaux d’essai:

— especefsouche utilisée,

— nombre, 4ge et sexe des animaux,

— source, conditions d’encagement, régime alimentaire, etc.,
— poids de chaque animal au début de lessai,

— justification du choix de l'espece s'il ne sagit pas de rat.
Conditions d'essai:

— justification du choix des doses,

— description détaillée de la préparation de la substance a tester et/ou de son incorporation dans la nourriture,
la concentration obtenue, la stabilité et 'homogénéité de la préparation,

— détails relatifs a 'administration de la substance d’essai,

— conversion de la concentration de la substance d’essai dans la nourriture ou l'eau de boisson (en ppm) en
dose réelle (mgfkg de poids corporelfjour), sil y a lieu,

— détails concernant la qualité de la nourriture et de I'eau.

Parameétres optionnels étudiés:

— liste des parametres facultatifs étudiés.

Résultats:

— poids corporel/variation du poids corporel,

— consommation de nourriture et d’eau, le cas échéant,

— données sur la réponse toxique par sexe et par dose et description des symptomes de toxicité,
— nature, gravité et durée des observations cliniques (réversibles ou non),

— évaluations de l'activité sensorielle, de la force de préhension et de l'activité motrice,
— analyses de sang et valeurs normales de référence,

— analyses de biochimie clinique et valeurs normales de référence,

— poids corporel lors de T'euthanasie et poids des organes,

— résultats d’autopsie,

— description détaillée de tous les résultats des examens histopathologiques,

— données relatives a I'absorption, si elles sont disponibles,

— traitement statistique des résultats, sl y a lieu.

Discussion des résultats

Conclusions
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Appendice 1

DEFINITIONS

Activité antiandrogénique: capacité d'un produit chimique a supprimer I'action d’une hormone androgénique naturelle
(par exemple la testostérone) chez un mammifére.

Activité anticestrogénique: capacité d’'un produit chimique a supprimer l'action d’une hormone cestrogénique naturelle
(par exemple I'cestradiol 17f) chez un mammifere.

Activité antithyroidienne: capacité d'un produit chimique a supprimer I'action d'une hormone thyroidienne naturelle
(par exemple la T3) chez un mammifére.

Activité thyroidienne: capacité d'un produit chimique a agir comme une hormone thyroidienne naturelle (par exemple
la T3) chez un mammifere.

Androgénicité: capacité d'un produit chimique a agir comme une hormone androgénique naturelle (par exemple la
testostérone) chez un mammifere.

CSENO: sigle pour “concentration (maximale) sans effet nocif observé”, c'est-a-dire la dose la plus élevée a laquelle aucun
effet nocif lié au traitement nest observé.

Dosage: terme général recouvrant la dose, sa fréquence et la durée de 'administration

Dose: quantité de substance d’essai administrée. La dose est exprimée en poids de substance d’essai par unité de poids de
animal d’expérience par jour (par exemple en mglkg de poids corporelfjour), ou en concentration constante dans la
nourriture.,

Estrogénicité: capacité d'un produit chimique a agir comme une hormone cestrogénique naturelle (par exemple I'ces-
tradiol 178) chez un mammifére.

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis & un essai réalisé suivant la présente méthode d’essai.

Toxicité manifeste: terme général désignant des signes évidents de toxicité qui surviennent a la suite de I'administration
d'une substance d'essai. Ces signes doivent étre suffisants pour permettre I'évaluation des dangers et doivent étre tels qu'on
puisse sattendre a ce qu'une augmentation de la dose administrée entraine l'apparition de signes de toxicité grave et
probablement la mort.

Validation: processus scientifique destiné a caractériser les impératifs opérationnels et les limites d'une méthode d’essai et
a démontrer sa fiabilité et sa pertinence pour un objectif particulier.
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Appendice 2

Paramétres recommandés dans la méthode d’essai B.7 pour la détection des perturbateurs endocriniens

Parametres obligatoires Paramétres facultatifs
Poids
— Testicules — Ovaires
— Epididymes — Utérus, y compris col de l'utérus
— Glandes surrénales — Thyroide

— Prostate + vésicules séminales et glandes coagulantes

Histopathologie
— Gonades: — Frottis vaginaux
— Testicules et — Glandes mammaires males
— Ovaires — Hypophyse

— Organes sexuels auxiliaires:
— Epididymes,
— Prostate + vésicules séminales et glandes coagulantes
— Utérus, y compris col de l'utérus

— Glandes surrénales

— Thyroide
— Vagin
Dosages hormonaux
— Niveaux circulants de T3 et de T4
— Niveaux circulants de TSH
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B.8. TOXICITE SUBAIGUE PAR INHALATION: ETUDE SUR 28 JOURS

RESUME

La présente méthode d'essai B.8 révisée a été congue afin de caractériser pleinement la toxicité par inhalation de la
substance d’essai, a la suite d'une exposition répétée sur une période de temps limitée (28 jours), et de fournir des
données pour les estimations quantitatives des risques liés a l'inhalation. Des groupes de rongeurs, composés d’au
minimum 5 males et 5 femelles, sont exposés 6 heures par jour, pendant 28 jours: a) a la substance d’essai a trois
niveaux de concentration ou plus, b) a de lair filtré (témoin négatif), etfou c) au véhicule (groupe témoin du
véhicule). Les animaux sont exposés en général 5 jours par semaine, mais il est aussi permis de les exposer 7
jours par semaine. Des males et des femelles sont toujours utilisés, mais peuvent étre exposés a des niveaux de
concentration différents si I'un des sexes est connu pour étre plus sensible a une substance d’essai donnée. Afin de
mieux caractériser la toxicité de la substance d’essai, la présente méthode d’essai laisse la possibilité au directeur de
Iétude d’inclure des groupes satellites (réversibilité), des lavages broncho-alvéolaires (LBA), des tests neurologiques et
des évaluations histopathologiques ou de pathologie clinique supplémentaires.

INTRODUCTION

1. La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 412 (2009) de 'OCDE pour les essais de
produits chimiques. Le texte original de la ligne directrice 412 sur la toxicité subaigué par inhalation avait été
adopté en 1981 (1). La présente méthode d’essai B.8 (équivalente a la ligne directrice 412) a été révisée pour
prendre en compte I'état de la science et répondre aux exigences reglementaires actuelles et futures.

2. La présente méthode permet de caractériser les effets nocifs résultant d’'une exposition quotidienne répétée, par
inhalation, a une substance d’essai pendant 28 jours. Les données issues d'une étude sur la toxicité subaigué par
inhalation sur 28 jours peuvent étre utilisées pour des estimations quantitatives de risques (si I'étude n'est pas
suivie d'un essai de toxicité subchronique par inhalation sur une période de 90 jours, voir chapitre B.29 de la
présente annexe). Ces données peuvent également fournir des informations permettant la détermination des
concentrations pour des études a plus long terme comme l'essai de toxicité subchronique par inhalation sur une
période de 90 jours. La présente méthode d'essai n'est pas spécifiquement destinée a tester les nanomatériaux. Le
document d'orientation n® 39 (2) regroupe les définitions utilisées dans le contexte de cette méthode d'essai.


http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr%202649%2037407%202348794%201%201%201%2037407,00.html
http://www.oecd.org/document/58/0,3343,fr%202649%2037407%202348794%201%201%201%2037407,00.html
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REMARQUES PRELIMINAIRES

Avant toute étude, le laboratoire d'essai devra prendre en compte toutes les informations disponibles sur la
substance d'essai afin d'améliorer la qualité de I'étude et de recourir le moins possible aux animaux. Parmi les
informations utiles pour la détermination des concentrations d’essai appropriées, citons: l'identité, la structure
chimique et les propriétés physico-chimiques de la substance d’essai; les résultats de tous les essais de toxicité in
vitro ou in vivo auxquels elle a été soumise; son (ses) utilisation(s) escomptée(s) et les risques d’exposition
humaine; les données (Q)SAR disponibles et les données toxicologiques sur les substances structurellement
apparentées; ainsi que les données issues des essais de toxicité aigué par inhalation. En cas de neurotoxicité,
connue ou observée au cours de I'étude, le directeur de I'étude pourra décider d'inclure les évaluations jugées
nécessaires, comme une batterie d’observations fonctionnelles (FOB) et des mesures de l'activité motrice. Bien
que la durée des expositions par rapport a des examens spécifiques puisse étre critique, I'exécution de ces
activités supplémentaires n'interfére pas avec la conception de I'étude principale.

Les dilutions de substances corrosives ou irritantes peuvent étre testées a des concentrations qui permettront
d’atteindre le degré de toxicité désiré, voir document d’orientation 39 (2). Lors de l'exposition des animaux a ces
substances, les concentrations cibles sont assez faibles pour ne causer ni souffrance manifeste ni détresse, mais
suffisantes pour prolonger la courbe concentration-réponse jusqua des niveaux correspondant a l'objectif
scientifique et réglementaire de l'essai. Le choix de ces concentrations est fait au cas par cas, de préférence
sur la base d'une étude préliminaire de détermination des concentrations, concue de facon appropriée, et qui
fournit des informations sur leffet critique mesuré, un éventuel seuil d'irritation et le moment de son apparition

(voir paragraphes 11-13). La justification du choix des concentrations est fournie.

Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou de détresse sévére et persistante
sont euthanasiés. Les animaux moribonds sont pris en compte au méme titre que ceux qui succombent au cours
de Tessai. Le document d’orientation de 'OCDE sur les effets mesurés éthiquement acceptables (3) détaille les
critéres orientant la décision d’euthanasier les animaux moribonds ou en grande souffrance, et aide a reconnaitre
une mort prévisible ou imminente.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Sélection des espéces animales

Le choix s'orientera vers de jeunes rongeurs adultes en bonne santé, de souches communément utilisées en
laboratoire. Le rat étant l'espéce la plus utilisée, il faudra justifier 'emploi d’autres espéces.

Préparation des animaux

Les femelles sont nullipares et non gravides. Le jour de la randomisation, les animaux sélectionnés sont de
jeunes adultes 4gés de 7 & 9 semaines. Leur poids corporel ne devra pas excéder £ 20 % du poids moyen pour
chaque sexe. Sélectionnés au hasard, les animaux seront marqués pour étre identifiés individuellement. En vue de
leur acclimatation aux conditions de laboratoire, ils seront conservés dans leur cage pour une période d’au
minimum 5 jours avant le début de Tessai.

Conditions d’élevage des animaux

Les animaux sont identifiés de facon individuelle, de préférence a l'aide de dispositifs sous-cutanés, afin de
faciliter leur observation et déviter toute confusion. La température du local expérimental ot les animaux sont
conservés est maintenue a 22 * 3 °C. Le taux dhumidité relative est idéalement maintenu entre 30 et 70 %,
encore quil ne soit pas toujours possible de le faire si l'eau est utilisée comme véhicule. Avant et apres
exposition, les animaux sont généralement mis en cage en groupes par sexe et par concentration, mais le
nombre d’animaux par cage ne fait pas obstacle a une observation précise de chaque animal, et n'engendrer
qu'un minimum de pertes dues au cannibalisme et aux combats. Si les animaux sont exposés “nez seul”, il peut
étre nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. Ceux-ci ne provoquent pas chez les animaux de stress
excessif, qu'il soit de nature physique, thermique ou di a leur immobilisation. Les contraintes qu'ils subissent
peuvent en effet modifier les paramétres physiologiques mesurés de 'animal, comme sa température corporelle
(hyperthermie) et/ou son volume respiratoire par minute. Si I'on dispose de données génériques montrant que
de telles modifications ne se produisent pas de fagon appréciable, alors la période d’adaptation préalable aux
tubes de contention n'est pas nécessaire. Les animaux exposés “corps entier” & un aérosol sont enfermés
individuellement pendant T'exposition pour les empécher de filtrer 'aérosol d'essai grace a la fourrure de
leurs congénéres. A lexception des périodes d'exposition, le régime alimentaire des animaux est le régime
classique et certifié de laboratoire, avec eau potable a satiété. L'éclairage est artificiel, la séquence d'éclairage
étant de 12 heures de clarté et 12 heures d’obscurité.

Chambres d’inhalation

Le choix de la chambre d'inhalation prend en compte la nature de la substance dessai et I'objet de I'essai. Le
mode d'exposition “nez seul” (qui inclut les dispositifs “téte seule”, “nez seul” et “museau seul”) est privilégié. Le
mode d'exposition “nez seul” est généralement choisi pour les études d'aérosols liquides ou solides et pour les
vapeurs susceptibles de se condenser en aérosols. L'utilisation d'un mode d’exposition “corps entier” peut étre
préférable pour les besoins spécifiques de I'étude, mais cela est justifié dans le rapport de I'étude. Pour assurer la
stabilité de I'atmosphére d'une chambre d’exposition “corps entier”, on veillera a ce que le “volume” total des
animaux d’expérience ne dépasse pas 5 % du volume de la chambre. Le document d’orientation 39 (2) décrit les
principes des techniques d’exposition “corps entier” ou “nez seul”, ainsi que leurs avantages et inconvénients
spécifiques.
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ETUDES DE TOXICITE
Concentrations limites

Contrairement aux études de toxicité aigué, aucune concentration limite n’est définie pour les études de toxicité
subaigué par inhalation sur 28 jours. La concentration maximale testée prend en compte: 1) la concentration
maximale pouvant étre atteinte, 2) le niveau d’exposition humaine correspondant au “pire des cas”, 3) la
nécessité de maintenir une alimentation adéquate en oxygéne, etfou 4) le bien-étre des animaux. En I'absence
de limites fondées sur des données, les valeurs limites pour la toxicité aigué du réglement (CE) n® 1272/2008
(13) peuvent étre utilisées (c'est-a-dire jusqua une concentration maximale de 5 mg/l pour les aérosols, 20 mg/l
pour les vapeurs et 20 000 ppm pour les gaz); voir document d’orientation 39 (2). S'il est nécessaire de dépasser
ces limites lors d'essais de gaz ou de substances d’essai hautement volatiles (comme les réfrigérants), une
justification est produite. La concentration limite permet d’obtenir une toxicité sans équivoque, sans causer
de stress excessif chez les animaux ni affecter leur longévité (3).

& 71 . . 7 . . .
Etude préliminaire de détermination des concentrations

Avant le début de I'étude principale, une étude préliminaire de détermination des concentrations peut s'avérer
nécessaire. Plus compléte quune étude d’observation, elle n'est pas limitée au choix des concentrations. Les
connaissances acquises grace a une étude préliminaire de détermination des concentrations peuvent conduire a
la réussite de I'étude principale. En effet, une telle étude peut fournir des informations techniques sur les
méthodes d’analyse, la taille des particules, la découverte de mécanismes de toxicité, les données histopatholo-
giques et de pathologie clinique, et les estimations de la concentration sans effet nocif observé (CSENO) et de la
concentration maximale acceptable (CMA) dans une étude principale. Le directeur d’étude peut décider de
sappuyer sur une étude préliminaire de détermination des concentrations pour identifier: le seuil d'irritation
de l'appareil respiratoire (par exemple avec une histopathologie de l'appareil respiratoire, des tests de la fonction
pulmonaire ou des lavages bronchoalvéolaires), la concentration la plus élevée tolérée par les animaux sans
provoquer de stress excessif, et les parameétres qui permettront de caractériser au mieux la toxicité de la
substance d’essai.

Une étude préliminaire de détermination des concentrations peut comporter un ou plusieurs niveaux de
concentration. Pour chaque niveau de concentration, on exposera au maximum trois males et trois femelles.
La durée d'une étude préliminaire de détermination des concentrations est d'au minimum 5 jours et ne pas
excéder 14 jours en général. 1l convient d’exposer dans le rapport d’étude les raisons du choix des concen-
trations retenues pour 'étude principale, dont I'objet est de démontrer une relation concentration-réponse basée
sur leffet mesuré le plus sensible auquel on s'attend. La concentration la plus faible n'engendre en principe
aucune manifestation de toxicité, tandis que la concentration la plus élevée permet d’obtenir une toxicité sans
équivoque, sans causer de stress excessif chez les animaux ni affecter leur longévité (3).

Lors du choix des niveaux de concentration pour I'étude préliminaire de détermination des concentrations,
toutes les informations disponibles sont prises en compte, y compris les relations structure-activité et les
données correspondant & des produits chimiques analogues (voir paragraphe 3). Une étude préliminaire de
détermination des concentrations peut confirmer ou réfuter le choix des effets mesurés les plus sensibles selon
des criteres mécanistiques, comme l'inhibition de la cholinestérase par des composés organophosphorés, la
formation de méthémoglobine par des agents cytotoxiques d’isomérie érythro, les hormones thyroidiennes
(T3, T4) dans le cas de thyrotoxiques, les protéines, la LDH, ou les neutrophiles dans les lavages bronchoal-
véolaires dans le cas de particules inoffensives faiblement solubles ou d’aérosols irritants pour les poumons.

Etude principale

L’étude principale de toxicité subaigué comporte en général trois niveaux de concentration ainsi qu'un témoin
négatif (air) et/ou un témoin du véhicule, s'il y a lieu (voir paragraphe 17). L'ensemble des informations
disponibles doit permettre de déterminer les niveaux d'exposition appropriés, y compris les résultats des
études systémiques de toxicité, le métabolisme et la cinétique (on prendra garde d’éviter les niveaux de concen-
tration élevée avec des processus cinétiques de saturation). Chaque groupe d’essai comprend au moins 10
rongeurs (5 males et 5 femelles) exposés a la substance d’essai 6 heures par jour, 5 jours par semaine
pendant 4 semaines (soit une durée totale de I'étude de 28 jours). Les animaux peuvent aussi étre exposés 7
jours par semaine (par exemple dans le cas d'essais sur des produits pharmaceutiques inhalés). S'il est connu
qu'un des sexes est plus réactif a la substance d’essai, les niveaux de concentration peuvent différer selon le sexe
afin d’optimiser la concentration-réponse telle que décrite au paragraphe 15. Si des especes de rongeurs autres
que le rat sont exposées “nez seul”, il est possible d’ajuster la durée maximale d’exposition en fonction du stress
propre a ces espéces. Lorsque la durée d’exposition est inférieure a 6 heures par jour ou qu'il est nécessaire de
mener une étude d'exposition “corps entier” de longue durée (par exemple de 22 heures par jour), des
justifications sont fournies, voir document d'orientation 39 (2). Les animaux sont privés de nourriture
pendant l'exposition sauf si sa durée dépasse 6 heures. Dans une exposition “corps entier”, les animaux
peuvent boire de l'eau.

Les concentrations cibles choisies permettent d'identifier le(s) organe(s) cible(s) et de mettre en évidence une
concentration-réponse claire:

— le niveau de concentration élevé produit des effets toxiques sans engendrer de signes persistants ou la mort,
ce qui empécherait une évaluation valable des résultats,

— le(s) niveau(x) de concentration intermédiaire(s) doi(ven)t étre espacé(s) de maniére & produire une gradation
dans les effets toxiques observés avec une concentration faible et avec une concentration élevée,

— le niveau de concentration faible ne produit quasiment aucune manifestation de toxicité.
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Etude satellite (étude de réversibilité)

Une étude de réversibilité peut étre utilisée pour mettre en évidence le caractére réversible, persistant ou retardé
de la toxicité, pour une période post-traitement d’'une durée appropriée d’au minimum 14 jours. Les groupes
satellites sont constitués de cinq males et de cinq femelles exposés en méme temps que les animaux d’expérience
de Tétude principale. Ils sont exposés a la concentration la plus élevée de la substance d’essai. Il convient
également de faire appel a un témoin concurrent (air) et, le cas échéant, a un témoin du véhicule (voir
paragraphe 17).

Animaux témoins

Les animaux du groupe témoin négatif (air) sont traités d'une maniére identique a ceux du groupe d’animaux
d’essai, mais au lieu de la substance d'essai, ils sont exposés a de l'air filtré. Lorsque de I'eau ou une autre
substance est utilisée pour produire I'atmosphere d’essai, un groupe témoin du véhicule est inclus dans I'étude, a
la place du groupe témoin négatif exposé a l'air seulement. Autant que possible, I'eau est le véhicule utilisé. Dans
ce cas, les animaux témoins sont exposés a un air dont le taux d’humidité relative est le méme que pour les
groupes exposés a la substance d'essai. Le choix du véhicule sopére sur la base d'une étude préliminaire
appropriée ou de données historiques. Si la toxicité d’'un véhicule est mal connue, le directeur de I'étude
peut choisir dutiliser un témoin négatif (air) et un témoin du véhicule, mais cela est toutefois fortement
déconseillé. Si les données historiques montrent qu'un véhicule n’est pas toxique, le groupe témoin a l'air
n'est pas nécessaire et seul un témoin du véhicule est utilisé. Si aucune toxicité ma été détectée lors de
I'étude préliminaire d'une substance d’essai préparée dans un véhicule, ce véhicule est considéré comme non
toxique a la concentration testée et ce véhicule témoin est utilisé.

CONDITIONS D’EXPOSITION
Administration des concentrations

Les animaux sont exposés a la substance d'essai présenté sous forme de gaz, de vapeur, d’aérosol ou d’un
mélange des deux. L'état physique a tester dépend des propriétés physico-chimiques de la substance, de la
concentration choisie, et/ou de la forme physique sous laquelle il est le plus probable qu'elle se présente lors de
sa manipulation et de son utilisation. Les substances d'essai chimiquement réactives ou hygroscopiques sont
testées sous air sec. On prendra soin d'éviter les concentrations susceptibles de provoquer une explosion. Les
substances particulaires peuvent étre soumises a des procédés mécaniques afin de réduire la taille des particules.
Pour plus d'informations, se reporter au document d’orientation 39 (2).

Répartition granulométrique

Une mesure de la taille des particules est réalisée pour tous les aérosols et les vapeurs susceptibles se condenser
pour former des aérosols. Pour que toutes les régions pertinentes de l'appareil respiratoire soient exposées, il est
recommandé d'utiliser (4) des aérosols dont le diametre aérodynamique médian de masse (DAMM) se situe entre
1 et 3 pm, avec un écart type géométrique (o) compris entre 1,5 et 3,0. Un effort raisonnable est fourni pour
remplir ces conditions, mais si tel n'est pas le cas, un jugement d'expert est nécessaire. Par exemple, les
particules des fumées métalliques peuvent avoir une taille inférieure a cette norme, et les particules chargées
ou les fibres une taille supérieure.

Préparation de la substance d’essai dans un véhicule

La substance d'essai est idéalement testée sans véhicule. Sl est nécessaire d’avoir recours a un véhicule pour
atteindre la concentration et la taille particulaire voulues de la substance dessai, I'eau est choisie de préférence.
Chaque fois qu'une substance d’essai est dissoute dans un véhicule, sa stabilité est démontrée.

CONTROLE DES CONDITIONS D’EXPOSITION
Débit d’air dans la chambre d’exposition

Le débit dair dans la chambre d’exposition est controlé avec soin, surveillé en continu et enregistré au moins
toutes les heures pendant chaque exposition. Le suivi en temps réel de la concentration de I'atmosphére d’essai
(ou stabilité temporelle) constitue une mesure compléte de tous les paramétres dynamiques et fournit un moyen
indirect de controler tous les paramétres d'inhalation dynamiques pertinents. Si la concentration est suivie en
temps réel, la fréquence peut étre ramenée a une seule mesure du débit de l'air par exposition et par jour. Un
soin particulier est apporté a éviter toute rerespiration dans les chambres d’exposition “nez seul”. La concen-
tration d’oxygene est d’au moins 19 % et celle de dioxyde de carbone ne dépasser pas 1 %. Si ces conditions ne
peuvent étre respectées, les concentrations d’'oxygeéne et de dioxyde de carbone sont mesurées. Si les mesures du
premier jour d’exposition montrent que la concentration de ces gaz est appropriée, aucune mesure complé-
mentaire ne devrait étre nécessaire.

Température et humidité relative de la chambre d’exposition

La température de la chambre d’exposition est maintenue a 22 + 3 °C. Dans les cas d’'exposition “nez seul” et
“corps entier”, 'humidité relative dans la zone ol respire 'animal est autant que possible surveillée en continu et
enregistrée toutes les heures pendant chaque exposition. Lhumidité relative est de préférence comprise entre 30
et 70 %. 1 est possible que ce taux ne puisse étre atteint (par exemple lorsque la substance d'essai se présente
sous forme de solution aqueuse), ou quil ne puisse étre mesuré en raison d'interférences de la substance d’essai
avec la méthode d'essai.
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Substance d’essai: concentration nominale

Dans la mesure du possible, la concentration nominale dans la chambre d’exposition est calculée et enregistrée.
La concentration nominale est la masse de la substance d’essai divisée par le volume d’air total qui passe dans le
circuit de la chambre d'inhalation. La concentration nominale ne sert pas a caractériser I'exposition des animaux,
mais une comparaison de la concentration nominale avec la concentration réelle donne une indication de la
capacité de production du systéme d’essai, et peut donc permettre de mettre en évidence des problemes de
production.

Substance d’essai: concentration réelle

La concentration réelle est la concentration de la substance dessai prélevée dans la zone de la chambre
d'inhalation o les animaux respirent. Les concentrations réelles peuvent étre obtenues par des méthodes
spécifiques (par exemple, échantillonnage direct, méthodes d’adsorption ou de réaction chimique, et caractéri-
sation analytique ultérieure) ou par des méthodes non spécifiques comme la gravimétrie sur filtre. Le recours a
l'analyse gravimétrique n'est acceptable que pour des aérosols ne contenant qu'un seul composant en poudre ou
pour des aérosols de liquides peu volatils, et des caractérisations spécifiques a la substance d’essai sont également
effectuées par une pré-étude appropriée. Il est aussi possible d’avoir recours a la gravimétrie pour déterminer la
concentration d’'un aérosol contenant plusieurs composants en poudre, mais des données analytiques sont alors
nécessaires, afin de démontrer que la composition du produit en suspension dans lair est analogue a celle du
produit de départ. Faute de cette information, il peut s'avérer nécessaire de soumettre le produit a tester
(idéalement en suspension dans l'air) & une nouvelle analyse a intervalles réguliers tout au long de I'étude.
Pour des agents aérosolisés susceptibles de s'évaporer ou de se sublimer, il faut démontrer que toutes les phases
ont été recueillies selon la méthode choisie.

Pendant toute la durée de I'étude, il est recommandé de n’employer si possible qu'un seul lot de la substance
d’essai, et I'échantillon de la substance est conservé dans des conditions préservant sa pureté, son homogénéité
et sa stabilité. Avant le début de I'étude, il conviendrait de réaliser une caractérisation de la substance d’essai afin
de déterminer sa pureté et, si cela est techniquement possible, son identité et les quantités de contaminants et
d'impuretés identifiés. Pour cela, on pourra recueillir les données suivantes: temps de rétention et surface relative
du pic, poids moléculaire obtenu par spectroscopie de masse ou chromatographie en phase gazeuse, ou autres
estimations. Bien que le laboratoire d’essai ne soit pas responsable de Tidentification de la substance d'essai, il
peut, par prudence, confirmer au moins une partie des caractéristiques fournies par le donneur d’ordre (couleur,
nature physique, etc.).

L’atmosphere d’exposition est maintenue constante autant que possible. Un dispositif de suivi en temps réel, tel
qu'un photométre a aérosol pour les aérosols ou un analyseur d’hydrocarbures totaux pour les vapeurs, peut
étre utilisé pour démontrer la stabilité des conditions d’exposition. La concentration réelle dans la chambre est
mesurée au moins 3 fois chaque jour d’exposition et pour chaque niveau d'exposition. En cas d'impossibilité en
raison de débits d’air limités ou de faibles concentrations, I'utilisation d'un échantillon par période d’exposition
est acceptée. En principe, cet échantillon est alors recueilli pendant la totalité de la période d’exposition. Les
écarts entre la concentration dans chaque chambre et la concentration moyenne n’excedent pas + 10 % pour les
gaz et vapeurs et + 20 % pour les aérosols liquides ou solides. Il convient de calculer et de noter le temps
d’équilibre dans la chambre d’exposition (tgs). La durée d'une exposition couvre le temps de production de la
substance d’essai, y compris le temps nécessaire pour I'égalisation des concentrations dans la chambre d’expo-
sition (tgs) et leur déclin. Des indications pour l'estimation de tg5 sont fournies dans le document d’orientation
39 (2).

Pour des systémes trés complexes constitués de gaz ou de vapeurs et d’aérosols (atmosphéres de combustion et
substances d’essai propulsées a partir de produits/dispositifs spécialisés, par exemple), chaque phase peut se
comporter différemment dans la chambre d’inhalation. Pour chacune des phases (gaz ou vapeur et aérosol), on
choisira donc au moins une substance indicatrice (analyte), en général la principale substance active du mélange.
Quand la substance d’essai est un mélange, la concentration analytique devra étre indiquée pour le mélange
global et pas uniquement pour le principe actif ou la substance indicatrice (analyte). Pour plus d'informations
sur les concentrations réelles, se reporter au document d’orientation 39 (2).

Substance d’essai: répartition granulométrique

La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum chaque semaine pour chaque niveau de
concentration, a 'aide d'un impacteur en cascade ou d’'un autre instrument, comme un spectromeétre de mesure
de la taille des particules aérodynamiques (APS). Si les résultats obtenus avec I'impacteur en cascade et l'autre
instrument se révelent équivalents, ce dernier peut étre utilisé tout au long de I'étude.

Pour confirmer la capacité de recueil des particules de l'outil principal, un second instrument devra étre utilisé
en parallele, par exemple un filtre gravimétrique ou un barboteur a gaz/impacteur. La concentration massique
obtenue par I'analyse granulométrique se rapproche, dans des limites raisonnables, de celle obtenue par l'analyse
sur filtre, voir document d’orientation 39 (2). Si pour toutes les concentrations testées, cette équivalence est
établie au début de la phase d’étude, il n'est pas nécessaire d’effectuer des mesures de confirmation dans la suite
de Tétude. Pour le bien-étre des animaux, il convient de réduire au minimum les données douteuses qui
nécessiteraient de répéter I'essai.

Une répartition granulométrique est effectuée dans le cas des vapeurs, §'il est possible qu'une condensation de la
vapeur conduise a la formation d’un aérosol, ou si des particules sont détectées dans une atmosphere de vapeur
susceptible de présenter des phases mixtes.
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OBSERVATIONS

Un examen clinique attentif des animaux est pratiqué avant, pendant, et aprés la période d’exposition. Des
observations plus fréquentes peuvent étre réalisées en fonction de la réponse des animaux pendant l'exposition.
Lorsque l'observation des animaux s'avere difficile en raison des tubes de contention, du mauvais éclairage des
chambres d’exposition “corps entier” ou d’atmosphéres opaques, les animaux seront observés attentivement
apres l'exposition. Les observations effectuées avant l'exposition du lendemain peuvent permettre d’estimer
une éventuelle réversibilité ou exacerbation des effets toxiques.

Toutes les observations sont enregistrées individuellement pour chaque animal. Quand des animaux sont
retrouvés morts ou sont euthanasiés, I'heure de la mort est consignée le plus précisément possible.

Les observations quotidiennes portent notamment sur les modifications de la peau et des poils, des yeux et des
muqueuses, de l'appareil respiratoire, du systéme circulatoire, du systéme nerveux, ainsi que de l'activité soma-
tomotrice et du comportement. Les tremblements, les convulsions, la salivation, les diarrhées, la léthargie, le
sommeil et le coma retiennent l'attention. La mesure de la température rectale peut aider & mettre en évidence
une bradypnée réflexe ou une hypo/hyperthermie liée au traitement ou au confinement. Il est possible d’enrichir
le protocole d’étude par des estimations complémentaires telles que: cinétique, surveillance biologique, fonction
pulmonaire, rétention de produits peu solubles qui s'accumulent dans les tissus pulmonaires et changements
comportementaux.

POIDS CORPOREL

Le poids de chacun des animaux est enregistré individuellement: juste avant la premiére exposition (jour 0), deux
fois par semaine par la suite (par exemple les vendredis et lundis, afin de mettre en évidence leur rétablissement
aprés un week-end sans exposition, ou dans un délai permettant I'évaluation de la toxicité systémique), et au
moment de leur mort ou de leur euthanasie. Si aucun effet n’est observé les 2 premiéres semaines, le poids
corporel peut n'étre mesuré qu'une fois par semaine pendant le reste de I'étude. Les animaux du groupe satellite
(étude de réversibilité) sont toujours pesés de fagon hebdomadaire tout au long de la période de récupération.
Au terme de I'étude, tous les animaux sont pesés juste avant leur sacrifice pour ne pas fausser le calcul des
rapports du poids des organes au poids du corps.

CONSOMMATION D’EAU ET DE NOURRITURE

La quantité de nourriture consommée est mesurée une fois par semaine. La consommation d’eau peut également
l'étre.

PATHOLOGIE CLINIQUE

Tous les animaux, y compris ceux des groupes témoins et satellites, quand ils sont sacrifiés, subissent des
examens cliniques. Le délai entre la fin de I'exposition et la prise de sang est enregistré, en particulier quand la
reconstitution de leffet visé est rapide. A la fin de lexposition, un échantillonnage est recommandé pour les
parameétres ayant une courte demi-vie plasmatique (HbCO, ChE et MetHb, par exemple).

Le tableau 1 énumere les paramétres de pathologie clinique généralement requis pour toutes les études toxi-
cologiques. Une analyse d’urine n’est pas nécessaire en régle générale, mais peut étre réalisée si on l'estime utile
d’apres la toxicité probable ou observée. Afin de mieux caractériser la toxicité de la substance d’essai, le directeur
de létude peut faire appel a d’autres parametres (cholinestérase, lipides, hormones, équilibre acido-basique,
méthémoglobine ou corps de Heinz, créatine kinase, rapport myéloide/érythroide, troponines, gaz du sang,
lactate déshydrogénase, sorbitol déshydrogénase, glutamate déshydrogénase, gamma glutamyl transpeptidase,
etc.).

Tableau 1

Paramétres standards de pathologie clinique

Hématologie

Nombre d'érythrocytes Nombre total de leucocytes
Hématocrite Différentiel leucocytaire

Concentration d’hémoglobine Nombre de plaquettes sanguines
Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine Potentiel de coagulation (en choisir un):
Volume corpusculaire moyen — Temps de prothrombine
Concentration corpusculaire moyenne d’hémoglobine | — Temps de coagulation

Réticulocytes — Temps de thromboplastine partielle
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Chimie clinique

Glucose (¥) Alanine aminotransférase

Cholestérol total Aspartate aminotransferase

Triglycérides Phosphatase alcaline
Azote uréique dans le sang Potassium
Bilirubine totale Sodium

Créatinine Calcium

Protéines totales Phosphore
Albumine Chlore

Globuline

Analyse d'urines (facultative)

Apparence (couleur et turbidité) Protéines totales

Volume Glucose
Densité ou osmolarité Sang/cellules sanguines

pH

(*) Le directeur d’étude décidera si une période de jetne est nécessaire ou non pour les animaux, une longue période de jetne
pouvant conduire 3 des mesures de glucose partiellement erronées pour les animaux traités par rapport aux animaux
témoins. La période de jetine est appropriée a l'espéce utilisée: pour le rat, elle peut étre de 16 heures environ (jetine
pendant sa nuit). La détermination de la glycémie a jeun peut étre effectuée aprés la période de jetne de la nuit, pendant la
derniére semaine d’exposition, ou apres la période de jetine de la nuit précédant l'autopsie (avec, dans ce dernier cas, tous les
autres parametres de pathologie clinique).

Quand il est prouvé que les voies respiratoires basses (c’est-a-dire les alvéoles pulmonaires) sont le principal site
de dépot et de rétention, le lavage broncho-alvéolaire (LBA) peut alors étre la technique de choix pour effectuer
une analyse quantitative les parametres de la relation dose-effet basée sur les hypotheses, en se concentrant sur
l'alvéolite, l'inflammation pulmonaire et la phospholipidose. Ceci permet d’étudier convenablement I'évolution
de la relation dose-effet et du décours temporel d'une 1ésion alvéolaire. Le fluide du LBA peut étre analysé en se
basant sur le nombre total et différentiel de leucocytes, les protéines totales et la lactate déshydrogénase.
D’autres paramétres peuvent également étre considérés, comme ceux mettant en évidence une 1ésion lysosomale,
une phospholipidose, une fibrose, une inflammation allergique ou irritante, laquelle peut inclure la détermina-
tion de cytokines ou de chimiokines pro-inflammatoires. Les mesures liées au LBA complétent souvent les
résultats des examens histopathologiques sans toutefois s’y substituer. Des indications sur la maniere de réaliser
un lavage de poumon sont disponibles dans le document d'orientation 39 (2).

MACROPATHOLOGIE ET POIDS DES ORGANES

Tous les animaux d’expérience, y compris ceux morts au cours de l'essai et ceux écartés de I'étude pour des
raisons de bien-étre animal, subissent une exsanguination compléte (si cela est possible) et une autopsie
macroscopique. Il convient denregistrer le délai entre la fin de la derni¢re exposition de chaque animal et
leur sacrifice. Lorsquun animal est découvert mort et que son autopsie n'est pas réalisable immédiatement,
animal est réfrigéré (mais non congelé) a une température suffisamment basse pour minimiser l'autolyse. Les
autopsies sont réalisées le plus tot possible, en général dans un délai d'un a deux jours. Tous les changements
macropathologiques sont enregistrés pour chaque animal en prétant particulierement attention aux voies
respiratoires.

Le tableau 2 énumere les organes et tissus devant étre conservés dans un milieu approprié lors de T'autopsie
macroscopique en vue d'un examen histopathologique. La conservation des organes et tissus [entre crochets], et
de tous les autres organes et tissus, est a la discrétion du directeur d’étude. Les organes indiqués en gras sont
découpés et pesés a I'état humide, le plus tot possible apreés la dissection, pour éviter leur dessiccation. La
thyroide et les épididymes ne sont pesés que si cela est nécessaire car leur découpe peut géner I'évaluation
histopathologique. Les organes et tissus sont fixés a l'aide de formol tamponné a 10 %, ou d'un autre fixateur
approprié, dés que l'autopsie est effectuée, et pas moins de 24 a 48 heures avant le découpage, en fonction du
fixateur utilisé.
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Tableau 2

Organes et Tissus a Conserver Pendant L’autopsie Macroscopique

[Bulbe olfactif] Reins

, Testicules
Capsules surrénales

Testicules

Cerveau (y compris les trongons du cortex cérébral
et de la moelle/du pont) Thymus
Coeur Thyroide
Estomac Tissus nasopharyngés [au moins 4 niveaux; 1 niveau

comprenant le conduit du nasopharynx et le tissu
Foie lymphoide associé a la muqueuse nasale (NALT)]
Trachée (au moins 2 niveaux comprenant 1 coupe

Ganglions lymphatiques depuis la région hilaire du | Jongitudinale le long de la caréne et 1 coupe transver-
poumon, spécialement pour les substances dessai | sale)

particulaires peu solubles. Pour des examens plus
approfondis et/ou des études a but immunologique,
d’autres ganglions lymphatiques peuvent étre envisa-
gés, comme ceux des régions médiastinale, cervicale/
submandibulaire et/ou auriculaire.

Utérus
Vésicules séminales
[Vessie]
Larynx (3 niveaux, dont 1 niveau qui comprend la

base de I'épiglotte) [Yeux (rétine, nerf optique) et paupieres]

Moelle épiniére (niveau cervical, au milieu du thorax | Toutes 1ésions macroscopiques
et lombaire)

Moelle osseuse (etfou un aspirat frais)
(Esophage
Ovaires

Poumons (tous les lobes sur un niveau, y compris
les bronches principales)

Rate

Les poumons sont retirés intacts, pesés et perfusés avec un fixateur approprié a une pression de 20 a 30 cm
d’eau pour veiller a ce que l'architecture pulmonaire soit préservée (5). Les coupes sont recueillies pour tous les
lobes sur un niveau, comprenant les bronches principales. Si un lavage du poumon est réalisé, le lobe qui n'a
pas été lavé est sectionné sur trois niveaux (pas de coupe en série).

Au moins 4 niveaux des tissus nasopharyngés sont examinés, dont un devant comporter le conduit du
nasopharynx (5) (6) (7) (8) (9) pour permettre un examen adéquat de I'épithélium squameux, transitionnel
(respiratoire non-cili€), respiratoire (respiratoire cilié) et olfactif, ainsi que du tissu lymphatique (NALT) (10) (11).
Trois niveaux du larynx sont examinés, dont un comprenant la base de I'épiglotte (12). Au moins deux niveaux
de la trachée sont examinés, y compris une coupe longitudinale le long de la caréne de la bifurcation des
bronches extrapulmonaires et une coupe transversale.

HISTOPATHOLOGIE

Une évaluation histopathologique de tous les organes et tissus du tableau 2 est réalisée pour les animaux des
groupes témoins et des groupes exposés a une concentration élevée de la substance d'essai, ainsi que pour les
animaux qui meurent ou sont sacrifiés au cours de I'étude. On portera une attention particuliére aux voies
respiratoires, aux organes cibles et aux 1ésions macroscopiques. Les organes et tissus présentant des lésions dans
le groupe exposé a une concentration élevée sont examinés pour tous les groupes. Le directeur de I'étude peut
choisir de réaliser des évaluations histopathologiques pour d'autres groupes afin de mettre en évidence une
relation concentration-réponse claire. Lorsquun groupe satellite (étude de réversibilité) est utilisé, il y a lieu
d’effectuer un examen histopathologique pour tous les tissus et organes ayant laissé apparaitre des effets dans les
groupes traités. Lorsquun trop grand nombre de morts précoces ou dautres problémes survenant dans le
groupe exposé a une concentration élevée compromettent la portée des résultats, le groupe exposé a la
concentration immédiatement inférieure subit un examen histopathologique. On tentera de corréler les obser-
vations macroscopiques et les constatations au niveau microscopique.
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RESULTATS ET RAPPORT
Résultats

Pour chacun des animaux, les données suivantes sont fournies: poids corporel, consommation de nourriture,
pathologie clinique, pathologie macroscopique, poids des organes et histopathologie. Les résultats des observa-
tions cliniques sont résumés sous la forme de tableaux et indiquent pour chaque groupe d'essai: le nombre
d’'animaux utilisés, le nombre d’animaux présentant des signes spécifiques de toxicité, le nombre d’animaux
retrouvés morts au cours de l'essai ou euthanasiés, I'heure de la mort de chacun des animaux, la description et
I'évolution dans le temps des effets toxiques ainsi que leur réversibilité, et les conclusions de I'autopsie. Tous les
résultats, quantitatifs et fortuits, sont évalués a l'aide d’'une méthode statistique appropriée. Toute méthode
statistique généralement reconnue peut étre utilisée; il y a lieu de sélectionner les méthodes statistiques au
stade de la conception de I'étude.

Rapport d’essai

Le rapport d'essai contient les renseignements suivants:
Animaux dexpérience et conditions d'élevage

— Description des conditions d’encagement, y compris: nombre (ou évolution du nombre) d’animaux par cage,
matériel de litiere, température ambiante et taux d’humidité relative, photopériode et identification du régime
alimentaire.

— Especes/souches utilisées et justification éventuelle de T'utilisation d'une espece autre que le rat. Des données
sources et historiques peuvent étre fournies si elles proviennent d’animaux exposés a des conditions d’ex-
position, d’encagement et de jetine similaires.

— Nombre, age et sexe des animaux.
— Méthode de randomisation.

— Description d'un éventuel conditionnement préalable a l'essai, tel que régime alimentaire, quarantaine ou
traitement de maladie.

Substance d'essai

— Nature physique, pureté et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques (y compris isomérisation).

— Données d'identification et numéro CAS (Chemical Abstract Services) s’il est connu.

Véhicule

— Justification de 'emploi d'un véhicule et justification de son choix (s'il ne s'agit pas de l'eau).

— Données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n'interfére pas avec les résultats de l'étude.
Chambre d’inhalation

— Description détaillée de la chambre d'inhalation, y compris son volume et son schéma.

— Source et description de I'équipement utilisé pour l'exposition des animaux et pour la production de
l'atmosphere.

— FEquipement utilisé pour mesurer la température, Thumidité, la granulométrie et la concentration réelle.
— Source dair et systéme de climatisation utilisé.

— Meéthodes utilisées pour étalonner I'équipement afin d’assurer 'homogénéité de 'atmosphere d’essai.

— Différence de pression (positive ou négative).

— Orifices d'exposition par chambre (‘nez seul”) ou emplacement des animaux dans la chambre (“corps
entier”).
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Stabilité de 'atmosphére d’essai.

Situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage de l'atmosphere d'essai dans la
chambre d’exposition.

Traitement de l'air fourni/évacué.

Débits dair, débit dairforifice d’exposition (“nez seul”) ou rapport du volume de l'animal & la chambre
(“corps entier”).

Temps nécessaire pour atteindre I'équilibre dans la chambre d’exposition (tys).
Nombre de changements de volume par heure.

Doseurs (sil y en a).

Données concernant l'exposition

Con

Justification du choix de la concentration cible dans I'étude principale.

Concentrations nominales (masse totale de substance d’essai produite dans la chambre d'inhalation, divisée
par le volume d’air traversant la chambre).

Concentrations réelles de la substance d'essai obtenues dans la zone o respirent les animaux; pour les
mélanges d’essai produisant des formes physiques hétérogeénes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des consti-
tuants peut étre analysé séparément.

Toutes les concentrations d’air sont rapportées en unités de masse (mgfl, mg/m?, etc)) plutot quen unités de
volume (ppm, ppb, etc.).

Répartition granulométrique des particules, diameétre aérodynamique médian de masse (DAMM) et écart type
géométrique (og), ainsi que leur méthode de calcul. Les autres analyses de la taille de particules sont
consignées.

ditions expérimentales

Détails sur la préparation de la substance d’essai, y compris sur les procédures utilisées pour réduire la taille
des particules des solides ou pour préparer les solutions de la substance d’essai.

Description (si possible avec schéma) de I'équipement utilisé pour produire I'atmosphere d’essai et pour
exposer les animaux a celle-ci.

Détails sur I'équipement utilisé pour controler la température et le taux d’humidité de la chambre ainsi que le
débit dair dans chambre (réalisation d’'une courbe d’étalonnage).

Détails sur 'équipement utilisé pour recueillir les échantillons servant a déterminer les concentrations dans la
chambre et la répartition granulométrique.

Détails sur la méthode de chimie analytique utilisée et la méthode de validation (notamment rendement de
récupération de la substance d’essai a partir du milieu d’échantillonnage).

Méthode de randomisation utilisée pour l'assignation des animaux aux groupes d'essai et aux groupes
témoins.

Détails sur la qualité de la nourriture et de I'eau (notamment origine/type de régime alimentaire, origine de
l'eau).

Justification du choix des concentrations d’essai.

Résultats

Tableau présentant la température, le taux d’humidité et le débit d’air dans la chambre d’inhalation.

Tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la chambre d'inhalation.
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— Tableau de données sur la taille des particules, notamment données analytiques sur le prélevement d’échan-

tillons, la répartition granulométrique et les calculs du DAMM et de o,

— Tableau de données sur les réponses et le niveau de concentration pour chaque animal (pour les animaux
montrant des signes de toxicité, notamment mortalité, nature, sévérité, moment d’apparition et durée des
effets).

— Tableau du poids de chacun des animaux.

— Tableau de la consommation de nourriture.

— Tableau des résultats de pathologie clinique.

— Résultats de Tautopsie et observations histopathologiques pour chaque animal, s'ils sont disponibles.
— Tableau de tous les autres parametres mesurés.

Discussion et interprétation des résultats

— Un effort particulier est consacré a la description des méthodes utilisées pour répondre aux criteres de la
présente méthode d’essai, par exemple en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules.

— La respirabilité des particules est abordée a la lumiere des résultats d’ensemble, en particulier si les criteres de
taille des particules n'ont pu étre remplis.

— La cohérence des méthodes utilisées pour déterminer les concentrations nominales et réelles, et la relation
entre la concentration réelle et la concentration nominale, sont incluses dans I'appréciation d’ensemble de
I'étude.

— La cause probable de la mort et le mode d’action prédominant (systémique ou local) sont abordés.

— Une explication est apportée s'il a fallu euthanasier des animaux qui souffraient ou montraient des signes de
détresse sévere et persistante, en se basant sur les critéres du document d’orientation de 'OCDE sur les effets
mesurés éthiquement acceptables (3).

— Le ou les organes cibles sont identifiés.

— La concentration sans effet nocif observé (CSENO) et la concentration minimale avec effet nocif observé
(CMENO) sont déterminées.
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Appendice 1

DEFINITION

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis A un essai réalisé suivant la présente méthode d'essai.»

5) les chapitres B.29 et B.30 sont remplacés par le texte suivant:

«B.29. TOXICITE SUBCHRONIQUE PAR INHALATION: ETUDE SUR 90 JOURS

RESUME

La présente méthode d’essai B.29 révisée a été congue afin de caractériser pleinement la toxicité par inhalation d’'une
substance d'essai a la suite d’une exposition subchronique (90 jours), et de fournir des données fiables en vue
d’estimations quantitatives des risques liés a l'inhalation. Des groupes de rongeurs (10 males et 10 femelles) sont
exposés 6 heures par jour pendant une période de 90 jours (13 semaines) a) a la substance d’essai a trois niveaux de
concentration ou plus, b) a de lair filtré (témoin négatif), et/ou ¢) au véhicule (groupe témoin du véhicule). Les
animaux sont exposés en général 5 jours par semaine, mais il est aussi permis de les exposer 7 jours par semaine.
Des males et des femelles sont toujours utilisés, mais peuvent étre exposés a des niveaux de concentration différents
si I'un des sexes est connu pour étre plus sensible & une substance d’essai donnée. Afin de mieux caractériser la
toxicité de la substance d'essai, la présente méthode laisse la possibilité au directeur de 'étude d'inclure des groupes
satellites (étude de réversibilité), des sacrifices en cours d’essai, des lavages broncho-alvéolaires (LBA), des tests
neurologiques et des évaluations histopathologiques ou de pathologie clinique supplémentaires.

INTRODUCTION

1. La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 413 de TOCDE pour les essais de produits
chimiques (2009). Le texte original de la ligne directrice 413 sur la toxicité subchronique par inhalation avait été
adopté en 1981 (1). La présente méthode d’essai B.29 [équivalente a la ligne directrice 413 révisée (2009)] a été
mise & jour pour prendre en compte I'état de la science et répondre aux exigences réglementaires actuelles et
futures.

2. Les études de toxicité subchronique par inhalation sont principalement utilisées pour calculer des concentrations
réglementaires en vue d’évaluer les risques pour les travailleurs en milieu professionnel. Elles servent aussi a
estimer les risques liés a I'exposition humaine dans les lieux d’habitation, les transports et 'environnement. La
présente méthode d’essai permet de caractériser les effets nocifs résultant d’'une exposition quotidienne répétée,
par inhalation, & une substance d’essai pendant 90 jours (approximativement 10 % de la durée de vie d’un rat).
Les données dérivées des études de toxicité subchronique par inhalation peuvent étre utilisées pour procéder a
des estimations quantitatives des risques et pour choisir les concentrations dans les études de toxicité chronique.
La présente méthode d’essai n’est pas spécifiquement destinée a tester les nanomatériaux. Le document d’orien-
tation n° 39 regroupe les définitions utilisées dans le contexte de cette méthode d’essai (2).

REMARQUES PRELIMINAIRES

3. Avant toute étude, le laboratoire d’essai devra prendre en compte toutes les informations disponibles sur la
substance a tester afin d’améliorer la qualité de I'étude et de recourir le moins possible aux animaux. Parmi les
informations utiles pour la détermination des concentrations d'essai appropriées, citons: l'identité, la structure
chimique et les propriétés physico-chimiques de la substance d'essai; les résultats de tous les essais de toxicité in
vitro ou in vivo auxquels elle a été soumise; son (ses) utilisation(s) escomptée(s) et les risques d’exposition
humaine; les données (Q)SAR disponibles et les données toxicologiques sur les substances structurellement
apparentées; ainsi que les données issues dautres études sur l'exposition répétée. En cas de neurotoxicité,
connue ou observée au cours de I'étude, le directeur de I'étude pourra décider d'inclure les évaluations jugées
nécessaires, comme une batterie d’'observations fonctionnelles (FOB) et des mesures de I'activité motrice. Bien que
la durée des expositions par rapport a des examens spécifiques puisse étre critique, 'exécution de ces activités
supplémentaires n'interfére pas avec la conception de I'étude principale.

4. Les dilutions de substances corrosives ou irritantes peuvent étre testées a des concentrations qui permettront
d’atteindre le degré de toxicité désiré. Le document d’orientation n° 39 (2) fournit de plus amples informations.
Lors de 'exposition des animaux a ces substances, les concentrations cibles sont assez faibles pour ne causer ni
souffrance manifeste ni détresse, mais suffisantes pour prolonger la courbe concentration-réponse jusqua des
niveaux correspondant a l'objectif scientifique et reglementaire de l'essai. Le choix de ces concentrations est fait
au cas par cas, de préférence sur la base d’une étude préliminaire de détermination des concentrations, concue de
fagon appropriée, et qui fournit des informations sur leffet critique mesuré, un éventuel seuil d'irritation et le
moment de son apparition (voir paragraphes 11-13). La justification du choix des concentrations est fournie.

5. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou de détresse sévére et persistante
sont euthanasiés. Les animaux moribonds sont pris en compte au méme titre que ceux qui succombent au cours
de lessai. Le document d’orientation de 'OCDE sur les effets mesurés éthiquement acceptables (3) détaille les
critéres orientant la décision d’euthanasier les animaux moribonds ou en grande souffrance, et aide a reconnaitre
une mort prévisible ou imminente.
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11.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Sélection des espéces animales

Le choix s'orientera vers de jeunes rongeurs adultes en bonne santé, de souches communément utilisées en
laboratoire. Le rat étant l'espéce la plus utilisée, il faudra justifier 'emploi d’autres espéces.

Préparation des animaux

Les femelles sont nullipares et non gravides. Le jour de la randomisation, les animaux sélectionnés sont de jeunes
adultes 4gés de 7 a 9 semaines. Leur poids corporel n'exceéde pas + 20 % du poids moyen pour chaque sexe.
Sélectionnés au hasard, les animaux sont marqués pour étre identifiés individuellement. En vue de leur accli-
matation aux conditions de laboratoire, ils sont conservés dans leur cage pour une période d’au minimum
5 jours avant le début de Tessai.

Conditions d’élevage des animaux

Les animaux sont identifiés de facon individuelle, de préférence a Tlaide de dispositifs sous-cutanés, afin de
faciliter leur observation et d’éviter toute confusion. La température du local expérimental ot les animaux
sont conservés est maintenue a 22 £ 3 °C. Le taux d’humidité relative est idéalement maintenu entre 30 et
70 %, encore qu'il ne soit pas toujours possible de le faire si I'eau est utilisée comme véhicule. Avant et aprés
exposition, les animaux sont généralement étre mis en cage en groupes par sexe et par concentration, mais le
nombre d’animaux par cage ne fait pas obstacle a une observation précise de chaque animal, et n’engendre qu'un
minimum de pertes dues au cannibalisme et aux combats. Si les animaux sont exposés “nez seul”, il peut étre
nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. Ceux-ci ne doivent pas provoquer chez les animaux de
stress excessif, qu'il soit de nature physique, thermique ou di a leur immobilisation. Les contraintes qu'ils
subissent peuvent en effet modifier les paramétres physiologiques mesurés de I'animal, comme sa température
corporelle (hyperthermie) etfou son volume respiratoire par minute. Si I'on dispose de données génériques
montrant que de telles modifications ne se produisent pas de fagon appréciable, alors la période d’adaptation
préalable aux tubes de contention n'est pas nécessaire. Les animaux exposés “corps entier” a un aérosol sont
enfermés individuellement pendant l'exposition pour empécher la filtration de l'aérosol d’essai par a la fourrure
des congénéres. A l'exception des périodes d’exposition, le régime alimentaire des animaux est le régime classique
et certifié de laboratoire, avec eau potable a satiété. L'éclairage est artificiel, la séquence d'éclairage étant de
12 heures de clarté et 12 heures d’obscurité.

Chambre d’inhalation

Le choix de la chambre d’inhalation prend en compte la nature de la substance d’essai et I'objet de I'essai. Le
mode d’exposition “nez seul” (qui inclut les dispositifs “téte seule”, “nez seul” et “museau seul”) est privilégié. Le
mode d’exposition “nez seul” est généralement choisi pour les études d’aérosols liquides ou solides et pour les
vapeurs susceptibles de se condenser en aérosols. L'utilisation d'un mode d’exposition “corps entier” peut étre
préférable pour les besoins spécifiques de I'étude, mais cela est justifié dans le rapport de I'étude. Pour assurer la
stabilité de 'atmosphere d’une chambre d’exposition “corps entier”, on veillera a ce que le “volume” total des
animaux d’expérience ne dépasse pas 5 % du volume de la chambre. Le document d’orientation 39 (2) décrit les
principes des techniques d'exposition “corps entier” ou “nez seul”, ainsi que leurs avantages et inconvénients
spécifiques.

ETUDES DE TOXICITE
Concentrations limites

Contrairement aux études de toxicité aigué, aucune concentration limite n’est définie dans les études de toxicité
subchronique par inhalation. La concentration maximale testée prend en compte: 1) la concentration maximale
pouvant étre atteinte, 2) le niveau d’exposition humaine correspondant au “pire des cas”, 3) la nécessité de
maintenir une alimentation adéquate en oxygene, et/ou 4) le bien- étre des animaux. En I'absence de limites
fondées sur des données, les valeurs limites pour la toxicité aigué du reglement (CE) n® 1272/2008 (13) peuvent
étre utilisées (C'est-a-dire jusqua une concentration maximale de 5 mg/l pour les aérosols, 20 mg/l pour les
vapeurs et 20 000 ppm pour les gaz); voir document d'orientation 39 (2). Sil est nécessaire de dépasser ces
limites lors d’essais de gaz ou de substances d’essai hautement volatils (comme les réfrigérants), une justification
est produite. La concentration limite doit permettre d’obtenir une toxicité sans équivoque, sans causer de stress
excessif chez les animaux ni affecter leur longévité (3).

Etude préliminaire de détermination des concentrations

Avant le début de I'étude principale, une étude préliminaire de détermination des concentrations est générale-
ment nécessaire. Plus compléte quune étude d'observation, elle n'est pas limitée par le choix des concentrations.
Les connaissances acquises grace a une étude préliminaire de détermination des concentrations peuvent conduire
a la réussite de I'étude principale. En effet, une telle étude peut fournir des informations techniques sur les
méthodes danalyse, la taille des particules, la découverte de mécanismes de toxicité, les données histopatholo-
giques et de pathologie clinique, et les estimations de la concentration sans effet nocif observé (CSENO) et de la
concentration maximale acceptable (CMA) dans une étude principale. Le directeur d’étude peut décider de
sappuyer sur une étude préliminaire de détermination des concentrations pour identifier: le seuil d’irritation
de l'appareil respiratoire (par exemple avec une histopathologie de I'appareil respiratoire, des tests de la fonction
pulmonaire ou des lavages bronchoalvéolaires), la concentration la plus élevée tolérée par les animaux sans
provoquer de stress excessif, et les paramétres qui permettront de caractériser au mieux la toxicité de la substance
d'essai.
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12. Une étude préliminaire de détermination des concentrations peut comporter un ou plusieurs niveaux de concen-
tration. Selon les effets a mesurer retenus, trois a six males et trois a six femelles sont exposés a chaque niveau
de concentration. La durée d’une étude préliminaire de détermination des concentrations est d’au minimum
5 jours et ne pas excéder 28 jours en général. 1l convient d’exposer dans le rapport d’étude les raisons du choix
des concentrations retenues pour I'étude principale, dont l'objet est de démontrer une relation concentration-
réponse basée sur l'effet mesuré le plus sensible auquel on sattend. La concentration la plus faible n'engendre en
principe aucune manifestation de toxicité, tandis que la concentration la plus élevée permet d’obtenir une toxicité
sans équivoque, sans causer de stress excessif chez les animaux ni affecter leur longévité (3).

13. Lors du choix des niveaux de concentration pour I'étude préliminaire de détermination des concentrations, toutes
les informations disponibles sont prises en compte, y compris les relations structure-activité et les données
correspondant a des produits chimiques analogues (voir paragraphe 3). Une étude préliminaire de détermination
des concentrations peut confirmer ou réfuter le choix des effets mesurés les plus sensibles selon des critéres
mécanistiques, comme l'inhibition de la cholinestérase par des composés organophosphorés, la formation de
méthémoglobine par des agents cytotoxiques d’isomérie érythro, les hormones thyroidiennes (T3, T,) dans le cas
de thyrotoxiques, les protéines, la LDH, ou les neutrophiles dans les lavages bronchoalvéolaires dans le cas de
particules inoffensives faiblement solubles ou d’aérosols irritants pour les poumons.

Etude principale

14. Létude principale de toxicité subchronique comporte en général trois niveaux de concentration ainsi qu'un
témoin négatif (air) et/ou un témoin du véhicule, s'il y a lieu (voir paragraphe 18). L'ensemble des informations
disponibles doit permettre de déterminer les niveaux d’exposition appropriés, y compris les résultats des études
systémiques de toxicité, le métabolisme et la cinétique (on prendra garde d’éviter les niveaux de concentration
élevée avec des processus cinétiques de saturation). Chaque groupe dessai comprend au moins
10 rongeurs males et 10 rongeurs femelles exposés a la substance d’essai 6 heures par jour, 5 jours par
semaine pendant 13 semaines (soit une durée totale de I'étude d’au moins 90 jours). Les animaux peuvent
aussi étre exposés 7 jours par semaine (par exemple dans le cas d’essais sur des produits pharmaceutiques
inhalés). S'il est connu qu'un des sexes est plus réactif a la substance d’essai, les niveaux de concentration peuvent
différer selon le sexe afin d’optimiser la concentration-réponse telle que décrite au paragraphe 15. Si des espéces
de rongeurs autres que le rat sont exposées “nez seul”, il est possible d’ajuster la durée maximale d’exposition en
fonction du stress propre a ces espéces. Lorsque la durée d’exposition est inférieure & 6 heures par jour ou qu'il
est nécessaire de mener une étude d’exposition “corps entier” de longue durée (par exemple de 22 heures par
jour), des justifications sont fournies, voir document d’orientation 39 (2). Les animaux sont privés de nourriture
pendant I'exposition sauf si sa durée dépasse 6 heures. Dans une exposition “corps entier”, les animaux peuvent
boire de l'eau.

15. Les concentrations cibles choisies permettent d'identifier le(s) organe(s) cible(s) et de mettre en évidence une
concentration-réponse claire:

— le niveau de concentration élevé produit des effets toxiques sans engendrer de signes persistants ou la mort,
ce qui empécherait une évaluation valable des résultats,

— le(s) niveau(x) de concentration intermédiaire(s) est (sont) espacé(s) de maniére a produire une gradation dans
les effets toxiques observés avec une concentration faible et avec une concentration élevée,

— le niveau de concentration faible ne produit quasiment aucune manifestation de toxicité.

Sacrifices en cours d’essai

16. Si l'on envisage le sacrifice d’animaux en cours dessai, il faut accroitre le nombre d’animaux exposés & chaque
niveau de concentration du nombre prévu d’animaux sacrifiés avant la fin de I'épreuve. Le recours aux sacrifices
en cours d’essai est justifié, et les analyses statistiques en tiennent diment compte.

Etude satellite (étude de réversibilité)

17. Une étude de réversibilité peut étre utilisée pour mettre en évidence le caractere réversible, persistant ou retardé
de la toxicité, pour une période post-traitement d'une durée appropriée d'au minimum 14 jours. Les groupes
satellites sont constitués de dix males et de dix femelles exposés en méme temps que les animaux d’expérience de
I'étude principale. Ils sont exposés a la concentration la plus élevée de la substance d’essai. Il convient également
de faire appel & un témoin paralléle (air) et, le cas échéant, & un témoin du véhicule (voir paragraphe 18).

Animaux témoins

18. Les animaux du groupe témoin négatif (air) sont traités d'une maniére identique a ceux du groupe d’animaux
d’essai, mais au lieu de la substance d'essai, ils sont exposés a de lair filtré. Lorsque de I'eau ou une autre
substance est utilisée pour produire 'atmosphere d'essai, un groupe témoin du véhicule est inclus dans I'étude, a
la place du groupe témoin négatif exposé a l'air seulement. Autant que possible, I'eau est le véhicule utilisé. Dans
ce cas, les animaux témoins sont exposés a un air dont le taux d’humidité relative est le méme que pour les
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groupes exposés a la substance d'essai. Le choix du véhicule s'opére sur la base d’une étude préliminaire
appropriée ou de données historiques. Si la toxicité d'un véhicule est mal connue, le directeur de I'étude peut
choisir d'utiliser un témoin négatif (air) et un témoin du véhicule, mais cela est toutefois fortement déconseillé. Si
les données historiques montrent qu'un véhicule n’est pas toxique, le groupe témoin a l'air nest pas nécessaire et
seul un témoin du véhicule est utilisé. Si aucune toxicité n'a été détectée lors de I'étude préliminaire d’une
substance d’essai préparée dans un véhicule, ce véhicule est considéré comme non toxique a la concentration
testée et est utilisé comme véhicule témoin.

CONDITIONS D’EXPOSITION
Administration des concentrations

Les animaux sont exposés & la substance d'essai présentée sous forme de gaz, de vapeur, d’aérosol ou sous une
forme mixte. L'état physique a tester dépend des propriétés physico-chimiques de la substance, des concen-
trations choisies, etfou de la forme physique sous laquelle il est le plus probable qu'elle se présente lors de sa
manipulation et de son utilisation. Les substances d’essai chimiquement réactives ou hygroscopiques sont testées
sous air sec. On prendra soin d'éviter les concentrations susceptibles de provoquer une explosion. Les matiéres
particulaires peuvent étre soumises a des procédés mécaniques afin de réduire la taille des particules. Pour plus
d'informations, se reporter au document d’orientation 39 (2).

Répartition granulométrique

Une mesure de la taille des particules est réalisée pour tous les aérosols et les vapeurs susceptibles se condenser
pour former des aérosols. Pour que toutes les régions pertinentes de I'appareil respiratoire soient exposées, il est
recommandé d'utiliser des aérosols dont le diamétre aérodynamique médian de masse (DAMM) se situe entre 1
et 3 um, avec un écart type géométrique (og) compris entre 1,5 et 3,0 (4). Un effort raisonnable est fourni pour
remplir ces conditions, mais si tel n'est pas le cas, un jugement d’expert est nécessaire. Par exemple, les particules
des fumées métalliques auront une taille inférieure a cette norme, et les particules chargées ou les fibres peuvent
avoir une taille supérieure.

Préparation de la substance d’essai dans un véhicule

La substance d'essai est idéalement testée sans véhicule. S'il est nécessaire d’avoir recours a un véhicule pour
atteindre la concentration et la taille particulaire voulues de la substance d'essai, I'eau est choisie de préférence.
Chaque fois qu'une substance d’essai est dissoute dans un véhicule, sa stabilité est démontrée.

CONTROLE DES CONDITIONS D’EXPOSITION
Débit d’air dans la chambre d’exposition

Le débit d’air dans la chambre d’exposition est contrdlé avec soin, surveillé en continu et enregistré au moins
toutes les heures pendant chaque exposition. Le suivi en temps réel de la concentration de I'atmosphére d'essai
(ou stabilité temporelle) constitue une mesure complete de tous les parametres dynamiques et fournit un moyen
indirect de contrdler tous les parametres d’inhalation dynamiques pertinents. Si la concentration est suivie en
temps réel, la fréquence peut étre ramenée a une seule mesure du débit de l'air par exposition et par jour. On
prendra particulierement soin d’éviter toute re-respiration dans les chambres d’exposition “nez seul”. La concen-
tration d’oxygene est d'au moins 19 % et celle de dioxyde de carbone ne dépasse pas 1 %. Si ces conditions ne
peuvent étre respectées, les concentrations d’oxygéne et de dioxyde de carbone sont mesurées. Si les mesures du
premier jour d’exposition montrent que la concentration de ces gaz est appropriée, aucune mesure complémen-
taire ne devrait étre nécessaire.

Température et humidité relative de la chambre d’exposition

La température de la chambre d’exposition est maintenue a 22 * 3 °C. Dans les cas d’exposition “nez seul” et
“corps entier”, 'humidité relative dans la zone ot respire 'animal est autant que possible surveillée en continu et
enregistrée toutes les heures pendant chaque exposition. Lhumidité relative est de préférence comprise entre 30
et 70 %. 1l est possible que ce taux ne puisse étre atteint (par exemple lorsque la substance d'essai se présente
sous forme de solution aqueuse), ou qu'il ne puisse étre mesuré en raison d'interférences de la substance avec la
méthode d’essai.

Substance d’essai: concentration nominale

Dans la mesure du possible, la concentration nominale dans la chambre d’exposition est calculée et enregistrée.
La concentration nominale est la masse de la substance d'essai divisée par le volume dair total qui passe dans le
circuit de la chambre d'inhalation. La concentration nominale ne sert pas a caractériser l'exposition des animaux,
mais une comparaison de la concentration nominale avec la concentration réelle donne une indication de la
capacité de production du systéme dessai, et peut donc permettre de mettre en évidence des problemes de
production.
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Substance d’essai: concentration réelle

La concentration réelle est la concentration de la substance d'essai prélevée dans la zone de la chambre
d’inhalation ot les animaux respirent. Les concentrations réelles peuvent étre obtenues par des méthodes
spécifiques (par exemple, échantillonnage direct, méthodes d’adsorption ou de réaction chimique, et caractéri-
sation analytique ultérieure) ou par des méthodes non spécifiques comme la gravimétrie sur filtre. Le recours a
l'analyse gravimétrique n’est acceptable que pour des aérosols ne contenant qu'un seul composant en poudre ou
pour des aérosols de liquides peu volatils, et des caractérisations spécifiques a la substance d’essai sont également
effectuées par une pré-étude appropriée. 1l est aussi possible d’avoir recours a la gravimétrie pour déterminer la
concentration d'un aérosol contenant plusieurs composants en poudre, mais des données analytiques sont alors
nécessaires, afin de démontrer que la composition du produit en suspension dans l'air est analogue a celle du
produit de départ. Faute de cette information, il peut s'avérer nécessaire de soumettre le produit a tester
(idéalement en suspension dans l'air) a une nouvelle analyse a intervalles réguliers tout au long de I'étude.
Pour des agents aérosolisés susceptibles de s'évaporer ou de se sublimer, il faut démontrer que toutes les
phases ont été recueillies selon la méthode choisie.

Pendant toute la durée de l'étude, il est recommandé de n'employer si possible quun seul lot de la substance
d’essai, et I'échantillon de la substance est conservé dans des conditions préservant sa pureté, son homogénéité et
sa stabilité. Avant le début de I'étude, il convient de réaliser une caractérisation de la substance d’essai afin de
déterminer sa pureté et, si cela est techniquement possible, son identité et les quantités de contaminants et
d'impuretés identifiés. Pour cela, on pourra recueillir les données suivantes: temps de rétention et surface relative
du pic, poids moléculaire obtenu par spectroscopie de masse ou chromatographie en phase gazeuse, ou autres
estimations. Bien que le laboratoire d’essai ne soit pas responsable de Iidentification de la substance d’essai, il
peut, par prudence, confirmer au moins une partie des caractéristiques fournies par le donneur d’ordre (couleur,
nature physique, etc.).

L'atmosphere d’exposition est maintenue constante autant que possible. Un dispositif de suivi en temps réel, tel
qu'un photometre a aérosol pour les aérosols ou un analyseur d’hydrocarbures totaux pour les vapeurs, peut étre
utilisé pour démontrer la stabilité des conditions d’exposition. La concentration réelle dans la chambre est
mesurée au moins 3 fois chaque jour d'exposition et pour chaque niveau d'exposition. En cas d'impossibilité
en raison de débits d’air limités ou de faibles concentrations, l'utilisation d’'un échantillon par période d’expo-
sition est acceptable. En principe, cet échantillon est alors recueilli pendant la totalité de la période d’exposition.
Les écarts entre la concentration dans chaque chambre et la concentration moyenne n'excédent pas * 10 % pour
les gaz et vapeurs et = 20 % pour les aérosols liquides ou solides. Il convient de calculer et de noter le temps
d’équilibre dans la chambre d’exposition (tgs). La durée d’une exposition couvre le temps de production de la
substance d'essai, y compris le temps nécessaire pour I'égalisation des concentrations dans la chambre d’expo-
sition (tgs) et leur déclin. Des indications pour I'estimation de to5 sont fournies dans le document d’orientation
39 (2).

Pour des systemes tres complexes constitués de gaz ou vapeurs et d’aérosols (atmospheres de combustion ou
substance d’essai propulsés a partir de produits/dispositifs spécialisés, par exemple), chaque phase peut se
comporter différemment dans la chambre d'inhalation. Pour chacune des phases (gaz ou vapeur et aérosol),
on choisira donc au moins une substance indicatrice (analyte), en général le principal principe actif du mélange.
Quand la substance d’essai est un mélange, la concentration analytique devra étre indiquée pour la préparation
totale et pas uniquement pour le principe actif ou la substance indicatrice (analyte). Pour plus d'informations sur
les concentrations réelles, se reporter au document d’orientation 39 (2).

Substance d’essai: répartition granulométrique

La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum chaque semaine pour chaque niveau de
concentration, a l'aide d’'un impacteur en cascade ou d’un autre instrument, comme un spectrometre de mesure
de la taille des particules aérodynamiques (APS). Si les résultats obtenus avec Iimpacteur en cascade et l'autre
instrument se révelent équivalents, ce dernier peut étre utilisé tout au long de I'étude.

Pour confirmer la capacité de recueil des particules de T'outil principal, un second instrument devra étre utilisé en
parallele, par exemple un filtre gravimétrique ou un barboteur a gaz/impacteur. La concentration massique
obtenue par l'analyse granulométrique se rapproche, dans des limites raisonnables, de celle obtenue par l'analyse
sur filtre, voir document d’orientation 39 (2). Si pour toutes les concentrations testées, cette équivalence est
établie au début de la phase d’étude, il n’est pas nécessaire d’effectuer des mesures de confirmation dans la suite
de l'‘étude. Pour le bien-étre des animaux, il convient de réduire au minimum les données douteuses qui
nécessiteraient de répéter I'essai.

Une répartition granulométrique est effectuée dans le cas des vapeurs, s'il est possible quune condensation de la
vapeur conduise a la formation d’un aérosol, ou si des particules sont détectées dans une atmosphere de vapeur
susceptible de présenter des phases mixtes.
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OBSERVATIONS

Un examen clinique attentif des animaux est pratiqué avant, pendant, et aprés la période d’exposition. Des
observations plus fréquentes peuvent étre réalisées en fonction de la réponse des animaux pendant I'exposition.
Lorsque l'observation des animaux s'avére difficile en raison des tubes de contention, du mauvais éclairage des
chambres d’exposition “corps entier” ou d’atmosphéres opaques, les animaux seront observés attentivement apres
Texposition. Les observations effectuées avant I'exposition du lendemain peuvent permettre d’estimer une éven-
tuelle réversibilité ou exacerbation des effets toxiques.

Toutes les observations sont enregistrées individuellement pour chaque animal. Quand des animaux sont
retrouvés morts ou sont euthanasiés, I'heure de la mort est consignée le plus précisément possible.

Les observations quotidiennes portent notamment sur les modifications de la peau et des poils, des yeux et des
muqueuses, de l'appareil respiratoire, du systéme circulatoire, du systeme nerveux, ainsi que de lactivité soma-
tomotrice et du comportement. Les tremblements, les convulsions, la salivation, les diarrhées, la léthargie, le
sommeil et le coma retiennent l'attention. La mesure de la température rectale peut aider a mettre en évidence
une bradypnée réflexe ou une hypo/hyperthermie liée au traitement ou au confinement. Il est possible d’enrichir
le protocole d’étude par des estimations complémentaires telles que: cinétique, surveillance biologique, fonction
pulmonaire, rétention de produits peu solubles qui s'accumulent dans les tissus pulmonaires et changements
comportementausx.

POIDS CORPOREL

Le poids de chacun des animaux est enregistré individuellement: juste avant la premiére exposition (jour 0), deux
fois par semaine par la suite (par exemple les vendredis et lundis, afin de mettre en évidence leur rétablissement
apres un week-end sans exposition, ou dans un délai permettant I'évaluation de la toxicité systémique), et au
moment de leur mort ou de leur euthanasie. Si aucun effet n'est observé les 4 premiéres semaines, le poids
corporel peut n'étre mesuré qu'une fois par semaine pendant le reste de I'étude. Les animaux du groupe satellite
(étude de réversibilité) sont toujours pesés de fagon hebdomadaire tout au long de la période de récupération. Au
terme de l'étude, tous les animaux sont pesés juste avant leur sacrifice pour ne pas fausser le calcul des rapports
du poids des organes au poids du corps.

CONSOMMATION DE NOURRITURE ET D’EAU

La quantité de nourriture consommée est mesurée une fois par semaine. La consommation d’eau peut également
l'étre.

PATHOLOGIE CLINIQUE

Tous les animaux, y compris ceux des groupes témoins et satellites, quand ils sont sacrifiés, subissent des
examens cliniques. Le délai entre la fin de I'exposition et la prise de sang est enregistré, en particulier quand
la reconstitution de leffet visé est rapide. A la fin de l'exposition, un échantillonnage est recommandé pour les
parametres ayant une courte demi-vie plasmatique (HbCO, ChE et MetHb, par exemple).

Le tableau 1 énumere les paramétres de pathologie clinique généralement requis pour toutes les études toxico-
logiques. Une analyse d’urine nest pas nécessaire en regle générale, mais peut étre réalisée si on l'estime utile
drapres la toxicité probable ou observée. Afin de mieux caractériser la toxicité de la substance d'essai, le directeur
de l'étude peut faire appel a dautres paramétres (cholinestérase, lipides, hormones, équilibre acido-basique,
méthémoglobine ou corps de Heinz, créatine kinase, rapport myéloide/érythroide, troponines, gaz du sang,
lactate déshydrogénase, sorbitol déshydrogénase, glutamate déshydrogénase, gamma glutamyl transpeptidase,
etc.).

Tableau 1

Paramétres standards de pathologie clinique

Hématologie
Nombre d’érythrocytes Nombre total de leucocytes
Hématocrite Différentiel leucocytaire
Concentration d’hémoglobine Nombre de plaquettes sanguines
Teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine Potentiel de coagulation (en choisir un):
Volume corpusculaire moyen — Temps de prothrombine
Concentration corpusculaire moyenne d’hémoglobine [ — Temps de coagulation
Réticulocytes — Temps de thromboplastine partielle
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39.

40.

41.

42.

Chimie clinique

Glucose (*) Alanine aminotransférase

Cholestérol total Aspartate aminotransférase

Triglycérides Phosphatase alcaline
Azote uréique dans le sang Potassium
Bilirubine totale Sodium

Créatinine Calcium

Protéines totales Phosphore
Albumine Chlorure

Globuline

Analyse d'urine (facultative)

Apparence (couleur et turbidité) Protéines totales

Volume Glucose

Densité ou osmolarité Sang/cellules sanguines

pH

(*) Le directeur d'étude décidera si une période de jetne est nécessaire ou non pour les animaux, une longue période de jetine
pouvant conduire a des mesures de glucose partiellement erronées pour les animaux traités par rapport aux animaux
témoins. La période de jeine est appropriée a I'espéce utilisée: pour le rat, elle peut étre de 16 heures environ (jeine
pendant la nuit). La détermination de la glycémie a jeun peut étre effectuée apres la période de jetine de la nuit, pendant la
derniére semaine d’exposition, ou aprés la période de jetine de la nuit précédant l'autopsie (avec, dans ce dernier cas, tous les
autres parametres de pathologie clinique).

Quand il est prouvé que les voies respiratoires basses (c’est-a-dire les alvéoles pulmonaires) sont le principal site
de dépot et de rétention, le lavage broncho-alvéolaire (LBA) peut alors étre la technique de choix pour effectuer
une analyse quantitative des paramétres de la relation dose-effet basée sur les hypotheses, en se concentrant sur
l'alvéolite, I'inflammation pulmonaire et la phospholipidose. Ceci permet d’étudier convenablement I'évolution de
la relation dose-effet et du décours temporel d’une lésion alvéolaire. Le fluide du LBA peut étre analysé en se
basant sur le nombre total et différentiel de leucocytes, les protéines totales et la lactate déshydrogénase. D’autres
parametres peuvent également étre considérés, comme ceux mettant en évidence une lésion lysosomale, une
phospholipidose, une fibrose, une inflammation allergique ou irritante, laquelle peut inclure la détermination de
cytokines ou de chimiokines pro-inflammatoires. Les mesures liées au LBA compleétent souvent les résultats des
examens histopathologiques sans toutefois s’y substituer. Des indications sur la maniére de réaliser un lavage de
poumon sont disponibles dans le document d’orientation 39 (2).

EXAMEN OPHTALMOLOGIQUE

A Taide d’'un ophthalmoscope ou d’un dispositif équivalent, un examen ophthalmologique du fond d'ceil, des
milieux de réfraction, de I'iris et de la conjonctivite est effectué avant 'administration de la substance d’essai pour
tous les animaux, et au terme de I'étude pour tous les groupes témoins et groupes exposés a la concentration
élevée. Si des changements dans les yeux sont décelés, tous les animaux des autres groupes sont examinés, y
compris le groupe satellite (étude de réversibilité).

MACROPATHOLOGIE ET POIDS DES ORGANES

Tous les animaux d'expérience, y compris ceux morts au cours de l'essai et ceux écartés de I'étude pour des
raisons de bien-étre animal, subissent une exsanguination compléte (si cela est possible) et une autopsie macro-
scopique. Il convient d'enregistrer le délai entre la fin de la derniére exposition de chaque animal et leur sacrifice.
Lorsquun animal est découvert mort et que son autopsie n'est pas réalisable immédiatement, I'animal est
réfrigéré (mais non congelé) a une température suffisamment basse pour minimiser l'autolyse. Les autopsies
sont réalisées le plus tot possible, en général dans un délai d'un & deux jours. Tous les changements macropa-
thologiques sont enregistrés pour chaque animal en prétant particuliérement attention aux voies respiratoires.

Le tableau 2 énumere les organes et tissus devant étre conservés dans un milieu approprié lors de l'autopsie
macroscopique en vue d'un examen histopathologique. La conservation des organes et tissus [entre crochets], et
de tous les autres organes et tissus, est a la discrétion du directeur d’étude. Les organes indiqués en gras sont
découpés et pesés a I'état humide, le plus tot possible apres la dissection, pour éviter leur dessiccation. La
thyroide et les épididymes ne sont pesés que si cela est nécessaire car leur découpe peut géner I'évaluation
histopathologique. Les organes et tissus sont fixés a l'aide de formol tamponné a 10 %, ou d’un autre fixateur
approprié, des que l'autopsie est effectuée, et pas moins de 24 a 48 heures avant le découpage, en fonction du
fixateur utilisé.



L 81/62

Journal officiel de I'Union européenne

19.3.2014

43.

Tableau 2

Organes et tissus a conserver lors de I'autopsie macroscopique

Aorte

[Bulbe olfactif]
Caecum

Capsules surrénales

Cerveau (y compris segments d’hémispheres, cervelet
et bulbe rachidien/pont)

Coeur

Colon

Dents

Duodénum
[Epididymes]

Fémur avec articulation
Foie

Ganglions lymphatiques (distaux par rapport au site
dentrée)

Ganglions lymphatiques depuis la région hilaire du
poumon, en particulier pour les substances particu-
laires peu solubles. Pour des examens plus appro-
fondis et/ou des études a but immunologique, d’au-
tres ganglions lymphatiques peuvent étre envisagés,
comme ceux des régions médiastinale, cervicale/sub-
mandibulaire et/ou auriculaire.

[Glandes de Harder]

[Glandes lacrymales (extraorbitales)]

Estomac

Glande mammaire (femelles)

Glandes salivaires

Hypophyse

[léon

Jénunum

[Langue]

Larynx (3 niveaux, dont la base de I'épiglotte)

Moelle épiniére (niveaux cervical, mésothoracique et
lombaire)

Moelle osseuse (etfou un aspirat frais)

Muscle (cuisse)

Nerf périphérique (sciatique ou tibial, de préférence
proche du muscle)

(Esophage
Ovaires
Pancréas
Parathyroides
Peau

Poumons (tous les lobes sur un niveau, y compris les
bronches principales)

Prostate

Rate

Rectum

Reins

Sternum

Testicules

Thymus

Thyroide

Tissus nasopharyngés [au moins 4 niveaux; 1 niveau
comprenant le conduit nasopharyngien et le tissu

lymphoide associé a la muqueuse nasale (NALT)]

Trachée (au moins 2 niveaux comprenant 1 coupe longi-
tudinale le long de la caréne et 1 coupe transversale)

[Uretere]

[Uretre]

Utérus

Vésicule biliaire (si présente)

Vésicules séminales

Vessie

[Yeux (rétine, nerf optique) et paupiéres]
Organes cibles

Toutes les masses et lésions macroscopiques

Les poumons sont retirés intacts, pesés et perfusés avec un fixateur approprié a une pression de 20 a 30 cm
d’eau pour veiller & ce que l'architecture pulmonaire soit préservée (5). Les coupes sont recueillies pour tous les
lobes sur un niveau comprenant les bronches principales. Si un lavage du poumon est réalisé, le lobe qui n'a pas
été lavé est sectionné sur trois niveaux (pas de coupe en série).
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44, Au moins 4 niveaux des tissus nasopharyngés sont examinés, dont un devant comporter le conduit nasopha-
ryngien (5) (6) (7) (8) (9) pour permettre un examen adéquat de I'épithélium squameusx, transitionnel (respiratoire
non-cilié), respiratoire (respiratoire cilié) et olfactif, ainsi que du tissu lymphatique (NALT) (10) (11). Trois
niveaux du larynx sont examinés, dont un comprenant la base de I'épiglotte (12). Au moins deux niveaux de
la trachée sont examinés, y compris une coupe longitudinale le long de la caréne de la bifurcation des bronches
extrapulmonaires et une coupe transversale.

HISTOPATHOLOGIE

45. Une évaluation histopathologique de tous les organes et tissus du tableau 2 est réalisée pour les animaux des
groupes témoins et des groupes exposés a une concentration élevée de la substance dessai, ainsi que pour les
animaux qui meurent ou sont sacrifiés au cours de l'étude. On portera une attention particuliére aux voies
respiratoires, aux organes cibles et aux lésions macroscopiques. Les organes et tissus présentant des 1ésions dans
le groupe exposé a une concentration élevée sont examinés pour tous les groupes. Le directeur de I'étude peut
choisir de réaliser des évaluations histopathologiques pour dautres groupes afin de mettre en évidence une
relation concentration-réponse claire. Lorsquun groupe satellite (étude de réversibilité) est utilisé, il y a lieu
d’effectuer un examen histopathologique pour tous les tissus et organes ayant laissé apparaitre des effets dans les
groupes traités. Lorsqu'un trop grand nombre de morts précoces ou d'autres problemes survenant dans le groupe
exposé a une concentration élevée compromettent la portée des résultats, le groupe exposé a la concentration
immeédiatement inférieure subit un examen histopathologique. On tentera de corréler les observations macro-
scopiques et les constatations au niveau microscopique.

RESULTATS ET RAPPORT

Données

46. Pour chacun des animaux, les données suivantes sont fournies: poids corporel, consommation de nourriture,
pathologie clinique, pathologie macroscopique, poids des organes et histopathologie. Les résultats des observa-
tions cliniques sont résumés sous la forme de tableaux et indiquent pour chaque groupe dessai: le nombre
d’animaux utilisés, le nombre d'animaux présentant des signes spécifiques de toxicité, le nombre d’animaux
retrouvés morts au cours de l'essai ou euthanasiés, 'heure de la mort de chacun des animaux, la description et
I'évolution dans le temps des effets toxiques ainsi que leur réversibilité, et les conclusions de l'autopsie. Tous les
résultats, quantitatifs et fortuits, sont évalués a l'aide d’'une méthode statistique appropriée. Toute méthode
statistique généralement reconnue peut étre utilisée; il y a lieu de sélectionner les méthodes statistiques au
stade de la conception de I'étude.

Rapport d’essai

47. Le rapport d'essai contient, s'il y a lieu, les renseignements suivants:
Animaux dexpérience et conditions d'élevage

— Description des conditions d’encagement, y compris: nombre (ou évolution du nombre) d’animaux par cage,
matériel de litiere, température ambiante et taux d’humidité relative, photopériode et identification du régime
alimentaire.

— Especes/souches utilisées et justification éventuelle de T'utilisation d’une espéce autre que le rat. Des données
sources et historiques peuvent étre fournies si elles correspondent a des animaux soumis a des conditions
d’exposition, d’encagement et de jetne similaires.

— Nombre, age et sexe des animaux.
— Méthode de randomisation.

— Description d'un éventuel conditionnement préalable a l'essai, tel que régime alimentaire, quarantaine ou
traitement de maladie.

Substance d’essai

— Nature physique, pureté et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques (y compris isomérisation).
— Données d'identification et numéro CAS (Chemical Abstract Services) s'il est connu.

Véhicule

— Justification de 'emploi d’'un véhicule et justification de son choix (sl ne s'agit pas de l'eau).

— Données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n'interfere pas avec les résultats de I'étude.
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Chambre d’inhalation

Description détaillée de la chambre d’inhalation, y compris son volume et son schéma.

Source et description de I'équipement utilisé pour I'exposition des animaux et pour la production de l'atmo-
sphere.

Equipement utilisé pour mesurer la température, 'humidité, la granulométrie et la concentration réelle.
Source d'air et systtme de climatisation utilisé.

Méthodes utilisées pour étalonner I'équipement afin d’assurer 'homogénéité de 'atmosphere d'essai.
Différence de pression (positive ou négative).

Orifices d’exposition par chambre (“nez seul”) ou emplacement des animaux dans la chambre (“corps entier”).
Stabilité de 'atmosphere d’essai.

Situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage de I'atmosphére d'essai dans la
chambre d'exposition.

Traitement de l'air fourni/évacué.

Débits d'air, débit d'air/orifice d’exposition (“nez seul”) ou rapport du volume de I'animal a la chambre (“corps
entier”).

Temps nécessaire pour atteindre I'équilibre dans la chambre d’exposition (tgs).
Nombre de changements de volume par heure.

Doseurs (sil y en a).

Données concernant l'exposition

Justification du choix de la concentration cible dans I'étude principale.

Concentrations nominales (masse totale de la substance d’essai produite dans la chambre d’inhalation, divisée
par le volume d’air traversant la chambre).

Concentrations réelles de la substance d’essai obtenues dans la zone ol respirent les animaux; pour les
mélanges a tester produisant des formes physiques hétérogénes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des consti-
tuants peut étre analysé séparément.

Toutes les concentrations atmosphériques sont rapportées en unités de masse (mg/l, mg/m>, etc)) plutot quen
unités de volume (ppm, ppb, etc.).

Répartition granulométrique des particules, diamétre aérodynamique médian de masse (DAMM) et écart type
géométrique (), ainsi que leur méthode de calcul. Les autres analyses de la taille de particules sont
consignées.

Conditions expérimentales

Détails sur la préparation de la substance d’essai, y compris sur les procédures utilisées pour réduire la taille
des particules des matériaux solides ou pour préparer les solutions de la substance d’essai.

Description (si possible avec schéma) de I'équipement utilisé pour produire 'atmosphere d’essai et pour
exposer les animaux a celle-ci.

Détails sur I'équipement utilisé pour controler la température et le taux d’humidité de la chambre ainsi que le
débit dair dans la chambre (réalisation d'une courbe d’étalonnage).

Détails sur I'équipement utilisé pour recueillir les échantillons servant a déterminer les concentrations dans la
chambre et la répartition granulométrique.

Détails sur la méthode de chimie analytique utilisée et la méthode de validation (notamment rendement de
récupération de la substance d’essai a partir du milieu d’échantillonnage).
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— Méthode de randomisation utilisée pour l'assignation des animaux aux groupes d'essai et aux groupes
témoins.

— Détails sur la qualité de la nourriture et de I'eau (notamment origine/type de régime alimentaire, origine de
l'eau).

— Justification du choix des concentrations d’essai.

Résultats

— Tableau présentant la température, le taux d’humidité et le débit dair dans la chambre d’inhalation.
— Tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la chambre d’inhalation.

— Tableau de données sur la taille des particules, notamment données analytiques sur le prélévement d’échan-

tillons, la répartition granulométrique et les calculs du DAMM et de o,

— Tableau de données sur les réponses et le niveau de concentration pour chaque animal (c'est-a-dire nombre
d’animaux montrant des signes de toxicité, y compris de mortalité, et nature, sévérité, moment d’apparition
et durée des effets).

— Tableau du poids de chacun des animaux.

— Tableau de la consommation de nourriture.

— Tableau des résultats de pathologie clinique.

— Pour chaque animal, résultats de I'autopsie et observations histopathologiques disponibles.
Discussion et interprétation des résultats

— Un effort particulier est consacré a la description des méthodes utilisées pour répondre aux critéres de la
présente méthode d'essai, par exemple en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules.

— La respirabilité des particules est abordée a la lumicére des résultats d’ensemble, en particulier si les criteres de
taille des particules n'ont pu étre remplis.

— La cohérence des méthodes utilisées pour déterminer les concentrations nominales et réelles, et la relation
entre la concentration réelle et la concentration nominale, sont incluses dans l'appréciation d’ensemble de
I'étude.

— La cause probable de la mort et le mode d’action prédominant (systémique ou local) sont abordés.

— Une explication est apportée sil a fallu euthanasier des animaux qui souffraient ou montraient des signes de
détresse sévere et persistante, en se basant sur les critéres du document d’orientation de 'OCDE sur les effets
mesurés éthiquement acceptables (3).

— Le ou les organes cibles sont identifiés.

— La concentration sans effet nocif observé (CSENO) et la concentration minimale avec effet nocif observé
(CMENO) sont déterminées.
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Appendice 1

DEFINITION

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode dessai.

B.30. ETUDES DE TOXICITE CHRONIQUE

INTRODUCTION

La présente méthode dessai est équivalente & la ligne directrice 452 de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques (2009). La ligne directrice 452 initiale avait été adoptée en 1981. La révision de cette méthode B.30 a
été jugée nécessaire afin de tenir compte des évolutions récentes dans le domaine du bien-étre animal, ainsi que
des nouvelles exigences réglementaires (1) (2) (3) (4). La mise a jour de la méthode d’essai B.30 a été effectuée
en paralléle avec la révision des chapitres B.32 (Etudes de cancérogenése) et B.33 (Etudes combinées de toxicité
chronique et de cancérogenése) de la présente annexe, dans le but d’obtenir des informations additionnelles a
partir des animaux utilisés dans I'étude, et de fournir des précisions concernant le choix des doses. La présente
méthode d'essai vise les essais portant sur une large gamme de produits chimiques, dont des pesticides et des
produits chimiques industriels.

La plupart des études de toxicité chronique étant menées sur des espéces de rongeurs, la présente méthode
d’essai est destinée a s'appliquer principalement a des études réalisées avec ces espéces. S'il s'avérait nécessaire de
mener de telles études avec des non-rongeurs, les principes et procédures décrits dans la présente méthode
d'essai et dans le chapitre B.27 de la présente annexe (Toxicité orale & doses répétées — non-rongeurs: 90 jours)
(5) pourront aussi étre appliqués, moyennant des modifications appropriées, comme indiqué dans le document
d'orientation de 'OCDE n° 116 sur I'élaboration et la conduite des études de toxicité chronique et de cancé-
rogenese (6).

Les trois principales voies d’administration utilisées dans les études de toxicité chronique sont la voie orale, la
voie cutanée et linhalation. Le choix de la voie d’administration dépend des caractéristiques physiques et
chimiques de la substance d'essai, et de la voie d’exposition prédominante chez 'homme. Des informations
complémentaires sur le choix de la voie d’exposition sont fournies dans le document d’orientation n°® 116 (6).

La présente méthode d’essai porte essentiellement sur 'exposition par voie orale, la voie la plus communément
utilisée dans les études de toxicité chronique. Bien que des études de toxicité chronique a long terme utilisant
lexposition par voie cutanée ou par inhalation puissent aussi étre nécessaires pour évaluer le risque pour la
santé humaine et/ou exigées en vertu de certains régimes réglementaires, ces deux voies d’exposition nécessitent
des dispositifs techniques d’'une grande complexité. De telles études devront étre congues au cas par cas, encore
que la présente méthode d’essai, qui porte sur la caractérisation et I'évaluation de la toxicité chronique par voie
orale, puisse fournir les bases d'un protocole d’étude par voie cutanée etfou l'inhalation, notamment en ce qui
concerne les recommandations relatives aux durées de traitement, aux paramétres cliniques et pathologiques, etc.
I existe des documents d’orientation de 'OCDE sur I'administration expérimentale de substances d’essai par
inhalation (6) (7) et par voie cutanée (6). Les chapitres B.8 (8) et B.29 (9) de la présente annexe, ainsi que le
document d’orientation de 'OCDE sur les essais de toxicité aigué par inhalation (7) doivent en particulier étre
consultés lors de la conception d’études a plus long terme portant sur une exposition par inhalation. Le chapitre
B.9 de la présente annexe (10) doit étre consulté dans le cas d’'un essai par voie cutanée.

L'étude de toxicité chronique donne des éléments d'information sur les risques pour la santé susceptibles de
découler d'une exposition répétée sur une portion considérable de la durée de vie des espéces employées. L'étude
fournit des informations sur les effets toxiques de la substance d’essai, et indiquera les organes cibles et la
possibilité d'accumulation dans ces organes. Elle peut aussi donner une estimation de la dose sans effet nocif
observé, qui permet d’établir les critéres de sécurité concernant l'exposition humaine. De plus, il convient
d’accorder une attention particuliére & l'observation clinique des animaux afin d’obtenir le plus d’informations
possible.

Les objectifs des études couvertes par la présente méthode d’essai sont les suivants:

— identification de la toxicité chronique d’une substance d’essai,

— identification des organes cibles,

— caractérisation de la relation dose-effet,

— identification d’un niveau de dose sans effet nocif observé (DSENO) ou du point de départ pour I'établis-
sement d’'une dose de référence (DR),

— prévision des effets de toxicité chronique aux niveaux représentatifs de 'exposition humaine,

— obtention de données permettant de vérifier les hypotheéses concernant le mode daction (6).
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REMARQUES PRELIMINAIRES

Lors de I'évaluation des caractéristiques toxicologiques d’une substance chimique d’essai, le laboratoire chargé de
I'étude prend en compte toutes les informations disponibles sur la substance d’essai avant de réaliser 'étude, afin
de pouvoir orienter celle-ci de maniére a tester plus efficacement le potentiel de toxicité chronique, et faire le
moins possible appel aux animaux. Les informations utiles pour concevoir I'étude sont notamment: l'identité, la
structure chimique et les propriétés physico-chimiques de la substance d’essai; les informations éventuelles sur
son mode d’action; les résultats d'éventuelles études de toxicité in vitro ou in vivo; l'utilisation (les utilisations)
prévue(s) et le potentiel d’exposition humaine; les données Q(SAR) disponibles et les données toxicologiques
relatives aux substances chimiques structurellement apparentées; les données toxicocinétiques disponibles (dose
unique et doses répétées, si ces données existent) et les résultats d’autres études a doses répétées. La détermi-
nation de la toxicité chronique n'est effectuée quaprés obtention des premiers résultats d’essais de toxicité a
doses répétées sur 28 jours etfou 90 jours. Il convient d’envisager 'adoption d’une approche par étapes pour les
essais de toxicité chronique entrepris dans le cadre de I'évaluation globale des effets nocifs potentiels d’une
substance d'essai particuliere (11) (12) (13) (14).

Les méthodes statistiques les plus appropriées pour 'analyse des résultats, compte tenu du plan expérimental et
des objectifs de I'étude, sont identifiées avant le début de I'étude. Il convient notamment de déterminer si les
statistiques doivent prendre en compte I'ajustement en fonction de la survie et I'analyse effectuée en cas de mort
prématurée des animaux d’'un ou plusicurs groupes. On trouvera des indications concernant les analyses
statistiques appropriées, ainsi que des références clés a des méthodes statistiques reconnues au plan international,
dans le document d'orientation n® 116 (6) ainsi que dans le document d'orientation n°® 35 sur l'analyse et
I'évaluation des études de toxicité chronique et de cancérogenese (15).

Lors de la réalisation d'une étude de toxicité chronique, il est recommandé de toujours suivre les principes et
considérations énoncés dans le document d’orientation n® 19 de 'OCDE sur la reconnaissance, I'évaluation et
l'utilisation des signes cliniques en tant qu'effets mesurés éthiquement acceptables dans les expérimentations
animales menées a des fins d’évaluation de la sécurité (16). Le paragraphe 62 de ce document, en particulier,
stipule ce qui suit: “Dans les études comportant 'administration de doses répétées, lorsquun animal présente des signes
cliniques progressifs de détérioration de son état, une décision d'euthanasier ou non l'animal est prise en connaissance de
cause. Cette décision met en balance des facteurs tels que la valeur des informations pouvant étre obtenues en maintenant
l'animal dans I'étude d'une part, et I'état général de celui-ci d'autre part. Si la décision est prise de poursuivre essai sur cet
animal, la fréquence des observations est augmentée selon les besoins. Il est aussi possible, sans toutefois nuire a lobjectif de
Vessai, d'interrompre l'administration de la substance dessai pour soulager la douleur ou la détresse de l'animal, ou de
réduire la dose testée.”

On trouvera des informations détaillées et une discussion sur les principes déterminant le choix des doses pour
les études de toxicité chronique et de cancérogenése dans le document d’orientation n® 116 (6) ainsi que dans
deux publications de I'Institut international des sciences de la vie (17) (18). La stratégie de base pour le choix des
doses dépend du ou des objectifs principaux de I'étude (paragraphe 6). En choisissant des niveaux de dose
appropriés, il convient de trouver un équilibre entre, d'une part, I'dentification des dangers et, d’autre part, la
caractérisation des réponses aux faibles doses et leur pertinence. Cet équilibre est particulierement nécessaire
dans le cas ou une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenese (chapitre B.33 de la présente
annexe) est menée (paragraphe 11).

Il convient d’examiner I'opportunité de réaliser une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenese
(chapitre B.33 de la présente annexe), plutot que de réaliser séparément une étude de toxicité chronique (la
présente méthode d’essai B.30) et une étude de cancérogenese (chapitre B.32 de la présente annexe). L'essai
combiné permet une meilleure efficacité en temps et en coiits, par rapport a la conduite de deux essais séparés,
et ne compromet pas la qualité des données de la phase chronique ou de la phase de cancérogenése. Toutefois,
les principes déterminant le choix de la dose (paragraphes 9 et 20-25) sont respectés rigoureusement lors de la
réalisation d'une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenese (chapitre B.33 de la présente
annexe); il est reconnu également que certains cadres réglementaires peuvent imposer la conduite d’études
séparées.

Les définitions utilisées dans le contexte de la présente méthode d'essai figurent dans le document d’orientation
o
n° 116 (6).

PRINCIPE DE L’ESSAI

La substance d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs groupes d’animaux d’expérience a des doses
progressives, en général pendant une période de 12 mois, bien que des durées plus longues ou plus courtes
puissent aussi étre choisies, en fonction des exigences réglementaires (voir paragraphe 33). Cette durée est assez
longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée de se manifester, tout en évitant les effets perturbateurs
des changements liés au vieillissement. Les déviations par rapport a une durée d’exposition de 12 mois sont
justifiées, surtout dans le cas de durées plus courtes. La substance d'essai est normalement administrée par voie
orale, mais la voie inhalatoire ou la voie cutanée peut aussi étre appropriée. Un ou plusieurs sacrifices en cours
d’étude peuvent aussi étre prévus, par exemple a 3 et 6 mois, auquel cas des groupes d’animaux supplémentaires
pourront étre enrdlés (voir paragraphe 19). Au cours de la période d’administration, les animaux sont examinés
soigneusement afin de déceler tout signe de toxicité. Les animaux qui meurent ou qui sont sacrifiés en cours
d’essai sont autopsiés et, au terme de l'essai, les animaux survivants sont sacrifiés et autopsiés.
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DESCRIPTION DE LA METHODE
Choix des espéces animales

La présente méthode d’essai traite principalement de la caractérisation et de I'évaluation de la toxicité chronique
chez les rongeurs (voir paragraphe 2), bien que certains régimes réglementaires puissent exiger la réalisation
d’études similaires chez des non-rongeurs. Dans ce cas, le choix de l'espéce est justifié. S'il s'avérait nécessaire de
réaliser des études de toxicité chronique avec des non- rongeurs, le plan et la conduite de I'étude devraient étre
conformes aux principes décrits dans la présente méthode d'essai ainsi qu'au chapitre B.27 de la présente annexe
(Toxicité orale a doses répétées — non-rongeurs: 90 jours) (5). Des informations additionnelles sur le choix des
especes et des souches sont disponibles dans le document d’orientation n° 116 (6).

La présente méthode d'essai se rapporte essentiellement au rat, mais d’autres espéces de rongeurs, comme la
souris, peuvent étre utilisées. Les rats et les souris sont les modeles expérimentaux choisis de préférence, en
raison de leur courte durée de vie, de leur utilisation fréquente dans les études pharmacologiques et toxicolo-
giques, de leur sensibilité a 'induction de tumeurs, et de la disponibilité de souches suffisamment caractérisées.
Ces caractéristiques permettent d’obtenir une grande quantité d'informations sur la physiologie et la pathologie
de ces animaux. 1l convient d’employer de jeunes animaux adultes sains, de souches communément utilisées
dans les laboratoires. L'étude de toxicité chronique sera effectuée de préférence sur des animaux de méme
souche et de méme provenance que ceux utilisés dans I'étude (les études) de toxicité préliminaire(s) de plus
courte durée. Les femelles sont nullipares et non gravides.

Conditions d’hébergement et d’alimentation

Les animaux peuvent étre logés individuellement ou réunis dans des cages en petits groupes du méme sexe,
I'hébergement individuel n'étant a envisager que dans des cas scientifiquement justifiés (19) (20) (21). Les cages
sont placées de facon telle que Tinfluence éventuelle de leur disposition sur les résultats soit réduite au
minimum. La température du local des animaux d'expérience est de 22 °C (z 3 °C). Lhumidité relative est
d’au moins 30 % et n'excede pas de préférence 70 % en dehors des moments ot le local est nettoyé, I'idéal
étant qu'elle soit comprise entre 50 et 60 %. L'éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumiére et 12 heures
d'obscurité. Le régime alimentaire peut étre un régime classique de laboratoire, avec eau potable a satiété. Il
satisfait tous les besoins nutritionnels de 'espece étudiée, et la teneur en contaminants alimentaires susceptibles
d'influer sur les résultats de l'essai (résidus de pesticides, polluants organiques persistants, phyto-cestrogénes,
métaux lourds et mycotoxines, par exemple) est aussi faible que possible. Des données analytiques sur les
teneurs en nutriments et en contaminants alimentaires sont recueillies régulierement, au moins au début de
I'étude et lors des changements de lots; ces données figurent dans le rapport final. Des données analytiques sur
l'eau de boisson utilisée dans le cadre de I'étude sont de méme fournies. Le choix du régime alimentaire peut
étre influencé par la nécessité d’assurer un mélange convenable de la substance dessai, et de satisfaire les besoins
nutritionnels des animaux lorsque la substance d’essai est administrée dans la nourriture.

Préparation des animaux

Il convient d'utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions de laboratoire depuis au moins 7 jours, et
n’ayant jamais été soumis auparavant a des protocoles expérimentaux. Dans le cas des rongeurs, 'administration
de la substance commence dés que possible apres le sevrage et l'acclimatation, et de préférence avant I'dge de
8 semaines. L'espéce, la souche, la provenance, le sexe, le poids et 'age des animaux d’expérience sont précisés.
Au début de I'étude, la variation de poids des animaux de chaque sexe est minimale, et n’excede pas = 20 % du
poids moyen de tous les animaux étudiés, et ce pour chaque sexe séparément. Les animaux sont affectés de
maniere aléatoire aux différents groupes (témoins et traités). Aprés la randomisation, les poids moyens des
groupes de chaque sexe ne présentent pas de différences significatives. En cas de différences statistiquement
significatives, la phase de randomisation est répétée dans la mesure du possible. Chaque animal regoit un
numéro d'identification unique et en est marqué de manieére permanente par tatouage, implant de micro-
puce ou toute autre méthode appropriée.

PROTOCOLE
Nombre et sexe des animaux

Il convient d'utiliser des animaux des deux sexes. Leur nombre est suffisant pour qu'a la fin de l'étude, chaque
groupe contienne un nombre de sujets permettant d’effectuer une évaluation statistique et biologique compléte.
Pour les rongeurs, il convient normalement d'employer au moins 20 animaux de chaque sexe a chaque niveau
de dose, tandis que pour les non-rongeurs, un minimum de 4 animaux de chaque sexe par groupe est
recommandé. Dans les études utilisant des souris, il peut étre nécessaire de prévoir des animaux supplémentaires
dans chaque groupe de dose pour pouvoir effectuer tous les examens hématologiques requis.

Sacrifices en cours d’étude, groupes satellites et animaux sentinelles

L'étude peut prévoir le sacrifice d’animaux en cours d’étude (au moins 10 animaux de chaque sexe par groupe),
par exemple & 6 mois, afin de recueillir des données sur la progression des changements toxicologiques et des
informations mécanistiques, si cela est scientifiquement justifié. Si I'on dispose déja de ces données, obtenues
antérieurement lors d’études de toxicité a doses répétées sur la substance d’essai, les sacrifices en cours d’étude
peuvent ne pas étre scientifiquement justifiés. Des groupes satellites peuvent également étre constitués, afin de
controler la réversibilité des éventuelles altérations toxicologiques induites par la substance chimique étudiée. En
général, ces investigations portent uniquement sur les doses maximales de 'étude et sur le groupe témoin. Un
groupe supplémentaire d’animaux sentinelles (généralement 5 animaux de chaque sexe) peut étre inclus si



L 81/70

Journal officiel de 'Union européenne

19.3.2014

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

nécessaire pour le suivi de I'état pathologique au cours de I'étude (22). Si des sacrifices en cours d’étude ou
linclusion de groupes sentinelles ou satellites sont prévus, le nombre d'animaux utilisés dans I'étude est
augmenté du nombre d’animaux que l'on prévoit de sacrifier avant I'achévement de I'étude. Ces animaux
sont normalement sujets aux mémes observations que ceux soumis a la phase de toxicité chronique de
I'étude principale, notamment en ce qui concerne le poids corporel, la prise d’aliments et d’eau, les mesures
hématologiques et de biochimie clinique et les examens pathologiques. Toutefois, des dispositions peuvent aussi
étre prises (dans les groupes d’animaux sacrifiés en cours d'étude) pour limiter ces observations a des mesures
essentielles spécifiques telles que la neurotoxicité ou 'immunotoxicité.

Groupes de dose et dosage

Le document d'orientation n°® 116 (6), donne des indications sur tous les aspects du choix des doses et des
écarts entre les doses. Il convient d’utiliser au moins trois doses et un groupe témoin, sauf si un essai limite est
pratiqué (voir paragraphe 27). Les niveaux de doses seront généralement basés sur les résultats d’études a plus
court terme a doses répétées, ou d’études préliminaires de détermination des concentrations, et prennent en
compte toutes les données toxicologiques et toxicocinétiques existantes relatives a la substance d’essai ou aux
substances chimiques apparentées.

A moins de contraintes dues  la nature physico-chimique ou aux effets biologiques de la substance dessai, le
niveau de dose le plus élevé est choisi de maniére a permettre d'identifier les principaux organes cibles et les
effets toxiques de la substance, tout en évitant la souffrance, une toxicité sévére ou une forte morbidité ou
létalité chez les animaux testés. Compte tenu des facteurs présentés au paragraphe 22 ci-dessous, le niveau de
dose le plus élevé est choisi pour provoquer une manifestation de toxicité, par exemple un ralentissement de la
prise de poids corporel (d’environ 10 %).

Toutefois, en fonction des objectifs de 'étude (voir paragraphe 6), on pourra choisir un niveau de dose maximal
plus faible que la dose qui provoque des signes de toxicité; par exemple une dose entrainant un effet indésirable
préoccupant, mais dont I'impact sur I'espérance de vie ou le poids corporel reste faible. La dose maximale ne
dépasse pas 1 000 mg/kg de poids corporel (dose limite, voir paragraphe 27).

Les niveaux de dose et les intervalles entre les doses peuvent étre choisis de maniére & pouvoir établir une
relation dose-réponse et une DSENO ou tout autre résultat escompté de l'étude, notamment une DR (voir
paragraphe 25) au plus bas niveau de dose. Les facteurs a prendre en compte dans le choix des faibles doses
sont notamment la pente attendue de la courbe dose-réponse, les doses qui provoquent des changements
métaboliques importants ou qui modifient notablement le mode d’action toxique, le niveau auquel on peut
prévoir un seuil, ou celui auquel on peut prévoir de fixer un point de départ pour une extrapolation aux faibles
doses.

Les intervalles entre les doses dépendront des caractéristiques de la substance dessai, et ne peuvent donc pas étre
prescrits dans la présente méthode d’essai, mais des intervalles correspondant & un facteur 2 ou 4 sont souvent
les plus appropriés entre les doses décroissantes, et linclusion d’'un quatritme groupe d'essai est souvent
préférable a la fixation de trés grands intervalles (correspondant par exemple & un facteur de plus de 6 a

10) entre les doses. En général, les facteurs supérieurs a 10 sont évités, et leur utilisation fait I'objet d’une
justification.

Comme le précise le document d’orientation n® 116 (6), les facteurs a prendre en compte dans le choix des
doses sont notamment les suivants:

— non-linéarités ou points d'inflexion connus ou supposés de la courbe dose-réponse,

— toxicocinétique et gammes de doses auxquelles I'induction métabolique, la saturation ou la non-linéarité
entre des doses externes et internes surviennent ou non,

— lésions précurseurs, marqueurs d'effets ou indicateurs du déroulement de processus biologiques clés sous-
jacents,

— aspects principaux (ou présumés) du mode daction, par exemple doses auxquelles une cytotoxicité
commence a se manifester, les dosages hormonaux sont perturbés, les mécanismes homéostatiques sont
dépassés, etc.,

— régions de la courbe dose-réponse nécessitant une estimation particulierement précise, par exemple dans le
domaine de la DR prévue ou d'un seuil présumé,

— prise en compte des niveaux prévus d’exposition humaine.

Le groupe témoin est un groupe non-traité ou un groupe recevant le véhicule si la substance dessai est
administrée dans un véhicule. Exception faite de l'administration de la substance d'essai, les animaux du
groupe témoin sont traités de la méme maniere que ceux des groupes d'essai. Si un véhicule est employé,
on administrera au groupe témoin le plus grand volume de véhicule utilisé pour les groupes traités. Si la
substance d’essai est incorporée aux aliments et entraine une diminution sensible de la prise de nourriture liée a
une moindre appétence de celle~ci, il pourra étre utile d'utiliser un groupe témoin supplémentaire nourri en
paralléle, qui constituerait un témoin plus approprié.
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Sil est possible d'anticiper, en se basant sur les résultats d'études préliminaires, qu'un essai a dose unique,
équivalant au moins a 1000 mg/kg poids corporelfjour, réalisé en suivant les procédures décrites pour la
présente étude, ne produira probablement pas deffets indésirables, et si la toxicité est improbable compte
tenu des données disponibles sur les substances chimiques structurellement apparentées, on peut considérer
quune étude compléte a trois niveaux de dose m'est pas indispensable. Une limite de 1 000 mg/kg poids
corporelfjour peut sappliquer sauf si I'exposition humaine indique quil est nécessaire de recourir a un
niveau de dose plus élevé.

Préparation des doses et administration de la substance d’essai

La substance d’essai est normalement administrée par voie orale, soit dans la nourriture ou 'eau de boisson, soit
par gavage. Des informations complémentaires sur les voies et méthodes d’administration figurent dans le
document d’orientation n® 116 (6). La voie et le mode d’administration dépendent de la finalité de I'étude,
des propriétés physico-chimiques de la substance d’essai, de sa biodisponibilité, ainsi que de la voie et du mode
prédominants d’exposition humaine. 1l convient de justifier le choix de la voie et du mode d’administration.
Dans l'intérét des animaux, le gavage oral n'est normalement choisi que pour les substances pour lesquelles cette
voie et ce mode d’administration correspondent a une voie d’exposition potentielle raisonnable chez 'homme
(produits pharmaceutiques, par exemple). Dans le cas des produits chimiques alimentaires ou environnementaux,
notamment les pesticides, I'administration se fait d’ordinaire via le régime alimentaire ou l'eau de boisson.
Toutefois, dans certains contextes, tels que l'exposition professionnelle, 'administration par d’autres voies
peut étre plus appropriée.

Si nécessaire, la substance d’essai est dissoute ou mise en suspension dans un véhicule approprié. I convient de
prendre en compte les caractéristiques suivantes du véhicule et des autres additifs, il y a lieu: effets sur
l'absorption, la répartition, le métabolisme ou la rétention de la substance d'essai; effets sur les propriétés
chimiques de la substance d'essai susceptibles de modifier sa toxicité; et effets sur la prise d’aliments ou
d’eau, ou sur I'état nutritionnel des animaux. Il est recommandé, chaque fois que les circonstances le permettent,
d’envisager en premier lieu l'utilisation d’une solution ou d’une suspension aqueuse, puis celle d'une solution ou
d'une émulsion dans une huile (par exemple huile de mais), et en dernier lieu celle d'une solution dans d’autres
véhicules. Les caractéristiques de toxicité des véhicules autres que I'eau sont connues. Il convient de disposer
d'informations sur la stabilité de la substance d’essai et sur 'homogénéité des solutions ou rations contenant les
différentes doses (selon les cas) dans les conditions d’administration (nourriture, par exemple).

Il importe de veiller a ce que les quantités de substances administrées dans les aliments ou l'eau de boisson
r'interférent pas avec la nutrition ou avec 'équilibre hydrique. Dans les études de toxicité a long terme faisant
intervenir une administration par voie alimentaire, la concentration de la substance d’essai dans les aliments ne
dépasse pas normalement 5 % de la ration totale, afin d’éviter les déséquilibres nutritionnels. Si la substance
d’essai est incorporée a la nourriture, on peut utiliser soit une concentration alimentaire constante (mg/kg
d’aliment ou ppm), soit un niveau de dose constant par rapport au poids corporel de l'animal (mg/kg de
poids corporel), calculé sur une base hebdomadaire. La solution choisie est spécifiée.

En cas d'administration par voie orale, les animaux recoivent une dose quotidienne de la substance d’essai (a
raison de sept jours par semaine), et ce normalement pendant une période de 12 mois (voir également le
paragraphe 33) encore qu'une durée plus longue puisse étre requise selon les prescriptions réglementaires. Tout
autre régime de dosage, par exemple une administration cing jours par semaine, fait 'objet d’'une justification.
En cas d’administration par voie cutanée, les animaux recoivent normalement le traitement pendant au moins
6 heures par jour, 7 jours par semaine, comme le précise le chapitre B.9 de la présente annexe (10), et ce
pendant une période de 12 mois. L'exposition par inhalation est réalisée pendant 6 heures par jour, 7 jours par
semaine, mais il est possible, si cela se justifie, de limiter l'exposition a 5 jours par semaine. La période
d’exposition est normalement de 12 mois. Si des especes de rongeurs autres que le rat sont exposées “nez
seul”, il est possible d’ajuster la durée maximale d’exposition en fonction du stress propre a ces especes. Le choix
d'une durée dexposition inférieure a 6 heures par jour devra étre justifié. Voir également le chapitre B.8 de la
présente annexe (8).

Lorsque la substance d’essai est administrée aux animaux par gavage, I'opération est pratiquée aux mémes
moments de la journée au moyen d’une sonde gastrique ou d’'une canule d’intubation appropriée. Normalement,
une dose unique sera administrée une fois par jour mais lorsque, par exemple, la substance chimique est un
irritant local, il pourra étre envisagé de maintenir la dose quotidienne en la fractionnant (deux fois par jour). Le
volume maximal de liquide pouvant étre administré en une fois dépend de la taille de 'animal d’expérience. Le
volume est maintenu aussi faible que possible et ne dépasse pas normalement 1 ml/100 g de poids corporel
pour les rongeurs (22). Il convient de minimiser la variabilité du volume testé en ajustant la concentration pour
obtenir un volume constant a tous les niveaux de doses. Les substances potentiellement corrosives ou irritantes
sont I'exception et leur dilution permet d'éviter tout effet local sévére. 11 convient d’éviter les concentrations
d’essai susceptibles d'étre corrosives ou irritantes pour le tube digestif.

Durée de I'étude

Bien que la présente méthode d’essai concerne principalement des essais de toxicité chronique d'une durée de
12 mois, le plan de I'étude permet une application de durée plus courte (6 & 9 mois par exemple) ou plus
longue (18 & 24 mois), pour répondre aux exigences de régimes réglementaires particuliers ou obtenir des
données mécanistiques spécifiques. Les déviations par rapport a une durée d’exposition de 12 mois font I'objet
de justifications, surtout dans le cas de durées plus courtes. Les groupes satellites inclus pour controler la
réversibilité des éventuelles altérations toxicologiques induites par la substance d'essai sont maintenus sans
traitement, pendant une période d’au moins 4 semaines et d’au plus un tiers de la durée totale de I'étude,
apres la cessation de l'exposition. Le document d’orientation n® 116 (6) fournit des indications supplémentaires,
notamment en ce qui concerne la survie des animaux d’expérience.
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OBSERVATIONS

Tous les animaux sont soumis a un examen quotidien, généralement en début et en fin de journée, fins de
semaine et jours fériés compris, pour déterminer la morbidité et la mortalité. Des observations cliniques sont
effectuées au moins une fois par jour, de préférence au(x) méme(s) moment(s) de la journée, en tenant compte
du moment ot l'on prévoit que les effets des différentes doses atteindront leur intensité maximale aprés
administration par gavage.

Tous les animaux font l'objet d’observations cliniques détaillées au moins une fois avant la premiére exposition
(pour permettre des comparaisons intra-individuelles), a la fin de la premiére semaine de I'étude, et une fois par
mois ensuite. Les observations respectent un protocole qui réduit au minimum les variations entre observateurs,
et les rend indépendantes du groupe testé. Ces observations sont effectuées hors de la cage oir sont logés les
animaux, de préférence dans une enceinte normalisée et & heures fixes. Elles sont soigneusement consignées, de
préférence en utilisant un systtme de cotation explicitement défini par le laboratoire qui réalise I'essai. Les
conditions d’observation demeurent aussi constantes que possible. Les observations portent notamment porter
sur les symptomes suivants (sans que cette liste soit exhaustive): modifications de I'état de la peau, de la
fourrure, des yeux et des muqueuses, apparition de sécrétions et d'excrétions, et réactions neurovégétatives
(par exemple, sécrétion de larmes, horripilation, variation du diamétre pupillaire, respiration anormale). Il
convient également de consigner les changements dans la démarche, la posture et les réactions a la manipu-
lation, ainsi que la présence de mouvements cloniques ou toniques et les comportements stéréotypés (par
exemple, toilettage excessif, parcours circulaires répétitifs) ou bizarres (par exemple, automutilation, marche a
reculons) (24).

Avant la premiere administration de la substance d’essai, tous les animaux font I'objet d'un examen ophtalmo-
logique effectué a l'aide d'un ophtalmoscope ou de tout autre appareil approprié. A lissue de I'étude, cet examen
est réalisé de préférence sur tous les animaux, mais au moins sur ceux du groupe traités a la dose la plus élevée
et du groupe témoin. Si des altérations oculaires liées au traitement sont détectées, tous les animaux sont
examinés. Si l'analyse structurale ou d'autres données suggérent une toxicité oculaire, il faut augmenter la
fréquence des examens oculaires.

Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d'induction d’effets neurotoxiques lors d’essais antérieurs
de toxicité a doses répétées sur 28 jours etfou 90 jours, une vérification de la réactivité sensorielle a différents
types de stimuli (24) (stimuli auditifs, visuels ou proprioceptifs, par exemple) (25) (26) (27), et une évaluation de
la force de préhension (28) ainsi que de l'activité motrice (29) pourront étre menées en option. Elles seront
réalisées avant le début de I'étude et tous les 3 mois par la suite, jusqua 12 mois inclusivement, ainsi qu’a la fin
de T'étude (si celle-ci dure plus de 12 mois). On trouvera dans les références bibliographiques susmentionnées
une description plus détaillée des modes opératoires. Toutefois, d’autres modes opératoires que ceux figurant
dans ces références sont également utilisables.

Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d'induction deffets immunotoxiques lors d’essais anté-
rieurs de toxicité a doses répétées sur 28 jours etfou 90 jours, d'autres examens sur cet effet peuvent étre menés
en option a la fin de I'étude.

Poids corporel, prise d’aliments et d’eau, et efficacité nutritionnelle

Tous les animaux sont pesés au début du traitement, au moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres
semaines, puis au moins une fois par mois. La prise d’aliments et l'efficacité alimentaire sont aussi mesurées au
moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres semaines, puis au moins une fois par mois. Lorsque la
substance d’essai est administrée dans l'eau de boisson, la prise d’eau est mesurée au moins une fois par semaine
pendant les 13 premieres semaines, puis au moins une fois par mois. Il peut également étre utile de mesurer la
prise d’eau dans les études ot celle-ci est modifiée.

Hématologie et biochimie clinique

Dans les études faisant intervenir des rongeurs, des examens hématologiques sont effectués sur au moins
10 males et 10 femelles de chaque groupe, & 3, 6 et 12 mois, ainsi qua la fin de l'étude (si celle-ci dure
plus de 12 mois), en utilisant les mémes animaux tout au long de I'étude. Si des souris sont utilisées, il peut étre
nécessaire de constituer des groupes satellites afin de pouvoir effectuer tous les examens hématologiques requis
(voir paragraphe 18). Dans les études faisant intervenir des non- rongeurs, les échantillons seront prélevés sur un
plus petit nombre d’animaux (par exemple, 4 animaux de chaque sexe par groupe dans les études chez le chien)
a des stades intermédiaires et a la fin de I'étude, de la méme maniére que chez les rongeurs. Il ne sera pas
nécessaire d'effectuer des examens a 3 mois, chez les rongeurs comme chez les autres animaux, si aucun effet
sur les parameétres hématologiques n'a été observé lors d’une étude antérieure menée sur 90 jours a des niveaux
de doses comparables. Les échantillons de sang sont prélevés en un point déterminé, par exemple par ponction
cardiaque ou au niveau du sinus rétro-orbitaire, sous anesthésie.

Les investigations portent sur les paramétres suivants (30): numération leucocytaire totale et différentielle,
numération érythrocytaire et plaquettaire, concentration dhémoglobine, hématocrite (volume cellulaire
sanguin aprés centrifugation), volume corpusculaire moyen (VCM), hémoglobine corpusculaire moyenne
(HCM), concentration d’hémoglobine corpusculaire moyenne (CHCM), temps de prothrombine et temps de
thromboplastine particlle activée. D’autres paramétres hématologiques tels que les corps de Heinz et autres
anomalies morphologiques érythrocytaires ou la méthémoglobine peuvent étre étudiés si nécessaire en fonction
de la toxicité de la substance d’essai. Dans I'ensemble, il convient d’adapter I'approche suivie a l'effet observé
etfou attendu d'une substance d'essai donnée. Si la substance d'essai exerce un effet sur le systéme hémato-
poiétique, des numérations réticulocytaires et une cytologie médullaire peuvent également étre indiquées mais
n'ont pas a étre pratiquées de maniere systématique.
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Des analyses de biochimie clinique visant a étudier les principaux effets toxiques sur les tissus, et en particulier
sur le rein et le foie, sont effectuées a partir d’échantillons de sang prélevés sur au moins 10 males et 10
femelles de chaque groupe, a des intervalles de temps semblables a ceux spécifiés pour les examens hémato-
logiques, et en utilisant les mémes animaux tout au long de l'étude. Si des souris sont utilisées, il peut étre
nécessaire de constituer des groupes satellites afin de pouvoir effectuer toutes les analyses de biochimie clinique
nécessaires. Dans les études faisant intervenir des non-rongeurs, les échantillons seront prélevés sur un plus petit
nombre d’animaux (par exemple, 4 animaux de chaque sexe par groupe dans les études chez le chien) a des
stades intermédiaires et a la fin de 'étude, de la méme maniére que chez les rongeurs. Il ne sera pas nécessaire
d'effectuer des examens a 3 mois, chez les rongeurs comme chez les autres animaux, si aucun effet sur les
parametres de biochimie clinique n'a été observé lors d'une étude antérieure menée sur 90 jours a des niveaux
de doses comparables. Il est recommandé de faire jetiner les animaux (a I'exception des souris) pendant la nuit
qui précede la prise de sang. Les investigations portent sur les paramétres suivants (30): glucose, urée (azote
uréique), créatinine, protéines totales, albumine, calcium, sodium, potassium, cholestérol total, au moins deux
enzymes révélatrices des effets hépatocellulaires (alanine aminotransférase, aspartate aminotransférase, glutamate
déshydrogénase, acides biliaires totaux) (31) et au moins deux enzymes révélatrices des effets hépatobiliaires
(phosphatase alcaline, gamma-glutamyl transférase, 5- nucléotidase, bilirubine totale, acides biliaires totaux) (31).
D’autres paramétres de chimie clinique, tels que les triglycérides a jeun, des hormones spécifiques et la choli-
nestérase peuvent étre mesurés si nécessaire en fonction en fonction de la toxicité de la substance d’essai. Dans
ensemble, il convient d’adapter I'approche suivie a l'effet observé et/ou attendu d’'une substance d’essai donnée.

Des analyses d’urine sont effectuées a partir d’échantillons prélevés sur au moins 10 males et 10 femelles de
chaque groupe, a des intervalles de temps semblables a ceux spécifiés pour les examens hématologiques et de
chimie clinique. Il ne sera pas nécessaire d’effectuer des dosages a 3 mois si les analyses d’urine pratiquées dans
le cadre d'une étude antérieure menée sur 90 jours a des niveaux de doses comparables n'ont révélé aucun effet.
La liste suivante de paramétres a étudier fait partie d’'une recommandation d’experts relative aux études de
pathologie clinique (30): aspect, volume, osmolalité ou poids spécifique, pH, protéines totales et glucose.
Drautres mesures, notamment la recherche de corps cétoniques, d'urobilinogeéne, de bilirubine et de sang occulte,
peuvent aussi étre réalisées. L'étude d’autres parametres peut aussi s'avérer nécessaire pour élargir les recherches
sur leffet ou les effets observés.

On considere généralement que dans les études portant sur des chiens, il convient de déterminer les variables
hématologiques et de biochimie clinique de base avant le début du traitement, mais que ce n'est pas indispen-
sable dans les études portant sur des rongeurs (30). Toutefois, si 'on ne dispose pas de données historiques de
base appropriées (voir paragraphe 50), il convient d’envisager d’en obtenir

Pathologie
Autopsie macroscopique

Tous les animaux de l'étude font normalement l'objet d’une autopsie macroscopique compléte et détaillée,
comprenant un examen attentif de la surface externe du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités
cranienne, thoracique et abdominale et de leur contenu. Toutefois, des dispositions peuvent aussi étre prises
(dans les groupes d’animaux sacrifiés en cours d’étude ou les groupes satellites) pour limiter ces observations a
des mesures essentielles telles que la neurotoxicité ou limmunotoxicité (voir paragraphe 19). Il n’est pas
nécessaire que ces animaux fassent I'objet d'une autopsie, ni des procédures ultérieures décrites dans les para-
graphes qui suivent. L'autopsie des animaux sentinelles peut devoir étre effectuée au cas par cas, a la discrétion
du directeur d’étude.

Il convient de déterminer le poids des organes de tous les animaux hormis ceux mentionnés dans la derniére
partie du paragraphe 45. Les glandes surrénales, le cerveau, les épididymes, le cceur, les reins, le foie, les ovaires,
la rate, les testicules, la thyroide (pesée apres fixation, avec les glandes parathyroides) et T'utérus de tous les
animaux (excepté ceux trouvés moribonds et/ou ayant été sacrifiés en cours d’étude) sont débarrassés, le cas
échéant, de tout tissu adhérent et pesés a I'état frais des que possible apres la dissection, pour prévenir la
dessiccation. Dans les études chez la souris, la pesée des glandes surrénales est facultative.

Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus approprié, a la fois pour le type de tissu et
pour l'examen histopathologique prévu (32) ('examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif):

toutes les lésions macro- | ganglions lymphatiques | muscle squelettique rein
scopiques (superficiels et profonds)
aorte glande coagulante nerf périphérique [sternum]
[bulbe olfactif] glande de Harder [voies respiratoires supé- | testicule
rieures dont nez, cornets
et sinus paranasaux]
ceecum glande lacrymale (exor- | ceil (dont rétine) thymus
bitale)
cerveau (y compris glande mammaire (obli- | cesophage thyroide
segments d’encéphale, de | gatoire pour les femelles
cervelet et de bulbe rachi- | et, si visible a la dissec-
dien/pont) tion, aussi pour les
males)
coeur glande salivaire ovaire trachée
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col utérin glande surrénale pancréas [uretere]

colon hypophyse parathyroide [urétre]

[dents] iléon peau utérus (col inclus)
duodénum jéjunum poumon vagin

épididyme [langue] prostate vésicule biliaire (pour les

espéces autres que le rat)

estomac (pré-estomac, moelle épiniére (niveaux | rate vésicule séminale
estomac glandulaire) cervical, mésothoracique
et lombaire)

[fémur avec articulation] segment de moelle rectum vessie
osseuse et/ou moelle
osseuse fraichement
ponctionnée

foie

Dans le cas des organes allant par paires, par exemple les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
préservés. Les observations, notamment cliniques, peuvent amener a examiner d’autres tissus. Tous les organes
considérés comme des organes cibles potentiels du fait des propriétés connues de la substance d’essai sont aussi
conservés. Dans les études portant sur une administration par la voie cutanée, il y a lieu de conserver les
organes figurant sur la liste établie pour la voie orale, et de procéder a un prélévement et une conservation
spécifiques de la peau provenant du site d’application. Pour les études par inhalation, la liste des tissus des voies
respiratoires conservés et examinés est conforme aux recommandations des chapitres B.8 (8) et B.29 (9) de la
présente annexe. Pour les autres organes et tissus (outre les tissus de l'appareil respiratoire spécifiquement
conservés), il convient d’examiner les organes de la liste établie pour la voie orale.

Histopathologie

Des informations sont disponibles sur les meilleures pratiques en matiere de conduite des études de pathologie
toxicologique (32). Au minimum, les examens histopathologiques devront porter sur les tissus suivants:

— tous les tissus prélevés dans le groupe a dose élevée et le groupe témoin,

— tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de I'étude,

— tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques,

— tissus des organes cibles, ou tissus présentant des altérations dues au traitement dans le groupe a dose élevée,
prélevés sur tous les animaux de tous les autres groupes de doses,

— dans le cas des organes allant par paires, comme les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
examinés.

RESULTATS ET RAPPORT
Résultats

Des données sont recueillies pour chaque animal sur tous les paramétres évalués. En outre, toutes les données
sont résumées sous forme de tableaux synoptiques indiquant, pour chaque groupe expérimental, le nombre
d’animaux au début de l'essai, le nombre d’animaux trouvés morts au cours de l'essai ou euthanasiés, le moment
de la mort ou du sacrifice, le nombre d’animaux présentant des signes de toxicité, la description des signes de
toxicité observés, ainsi que le moment de l'apparition, la durée et la gravité de tous les effets toxiques observés,
le nombre d’animaux présentant des lésions, les types de lésions et le pourcentage d’'animaux présentant chaque
type de 1ésion. Les tableaux récapitulatifs présentent les moyennes et les écarts types (pour les données recueillies
en continu) pour les animaux présentant des effets toxiques ou des lésions, ainsi qu'une cotation des lésions.
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50. Les données de controle historiques peuvent faciliter l'interprétation des résultats de I'étude, par exemple lorsque
les données provenant des témoins concurrents semblent diverger de maniere significative de données récentes
obtenues sur des animaux témoins issus de la méme installation d’essai/colonie d’élevage. Si elles sont évaluées,
les données de controle historiques émanent du méme laboratoire et porter sur des animaux du méme age et de
la méme souche, produits dans les cinq ans précédant I'étude en question.

51. Si possible, les résultats numériques devront étre évalués a l'aide d’une méthode statistique appropriée et
largement reconnue. Les méthodes statistiques et les données a analyser sont choisies au moment de la
conception de I'étude (paragraphe 8). Ce choix permet d’opérer des ajustements en fonction de la survie, si
nécessaire.

Rapport d’essai

52. Le rapport d’essai mentionne les informations suivantes:
Substance d’essai:
— état physique, pureté et propriétés physico-chimiques,
— données d’identification,
— provenance de la substance d’essai,
— numéro de lot,
— certificat d’analyse chimique.
Véhicule (le cas échéant):
— justification du choix de véhicule (s'il est autre que l'eau).
Animaux d'expérience:
— espécefsouche utilisée et justification du choix opéré,
— nombre, age et sexe des animaux au début de l'essai,
— provenance, conditions d’encagement, régime alimentaire, etc.,
— poids de chaque animal au début de l'essai.
Conditions expérimentales:
— justification de la voie d’administration et du choix des doses,
— le cas échéant, méthodes statistiques utilisées pour analyser les données,
— détails concernant la formulation de la substance d’essai ou son incorporation dans les aliments,
— données analytiques sur la concentration obtenue, la stabilité et 'homogénéité de la préparation,
— voie d’administration et détails concernant I'administration de la substance d’essai,
— pour les études par inhalation, mention de la voie dentrée (nez seul ou corps entier),

— doses réelles (mgf/kg de poids corporelfjour) et, le cas échéant, facteur de conversion en dose réelle de la
concentration de la substance d’essai (en mg/kg ou en ppm) dans les aliments ou l'eau de boisson,

— détails concernant la qualité de I'alimentation et de I'eau de boisson.
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Résultats (les résultats comprendront des données générales sous forme de tableaux synoptiques et des données propres a
chaque animal):

— données sur la survie,

— poids corporel/variations du poids corporel,

— prise d’aliments, calculs de Tefficacité alimentaire, si effectués, et prise d’eau, le cas échéant,
— réponse toxique par sexe et dose, y compris signes de toxicité,

— nature, incidence (et, si elle est évaluée, sévérité), et durée des observations cliniques (transitoires ou
permanentes),

— examen ophtalmologique,

— examens hématologiques,

— épreuves de biochimie clinique,

— examens d’urine,

— résultats des recherches de neurotoxicité ou d’immunotoxicité,

— poids corporel a issue de l'essai,

— poids des organes (et leur rapport au poids corporel, le cas échéant),

— résultats dautopsie,

— description détaillée de tous les résultats histopathologiques liés au traitement,
— données relatives a I'absorption, le cas échéant.

Traitement statistique des résultats, le cas échéant

Discussion des résultats, notamment:

— relations dose-réponse,

— examen de toutes les informations concernant le mode d’action,

— examen de toutes les approches de modélisation,

— détermination des DR, DSENO et DMENO (dose minimale avec effet nocif observé),
— données de controle historiques,

— applicabilité des résultats a I'étre humain.

Conclusions
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Appendice 1

DEFINITION

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode d'essai.»

6) les chapitres B.32 et B.33 sont remplacés par le texte suivant:

«B.32. ETUDES DE CANCEROGENESE

INTRODUCTION

La présente méthode d’essai est équivalente a la ligne directrice 451 (2009) de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques. La ligne directrice 451 initiale sur les études de cancérogenese a été adoptée en 1981. Sa révision a
été jugée nécessaire afin de tenir compte des évolutions récentes dans le domaine du bien-étre animal, ainsi que
des nouvelles exigences réglementaires (2) (3) (4) (5) (6). La mise a jour de la présente méthode d’essai B.32 a été
effectuée en parallele avec la révision des chapitres B.30 (études de toxicité chronique) et B.33 (études combinées
de toxicité chronique et de cancérogenése) de la présente annexe, dans le but d'obtenir des informations
additionnelles a partir des animaux utilisés dans I'étude, et de fournir des précisions concernant le choix des
doses. La présente méthode d’essai B.32 vise les essais portant sur une large gamme de produits chimiques, dont
des pesticides et des produits chimiques industriels. Il convient toutefois de noter que certains aspects et certaines
dispositions peuvent différer pour les produits pharmaceutiques (voir la Conférence internationale sur I'harmo-
nisation, theme S1B: évaluation de la cancérogénicité des produits pharmaceutiques).

La plupart des études de cancérogenese étant menées sur des espéces de rongeurs, la présente méthode d’essai est
destinée a s'appliquer principalement a des études réalisées avec ces espéces. S'il savérait nécessaire de mener de
telles études avec des non-rongeurs, il conviendrait d’appliquer, moyennant des modifications appropriées, les
principes et procédures décrits dans la présente méthode d’essai et au chapitre B.27 — Toxicité orale a doses
répétées — non-rongeurs: 90 jours — de la présente annexe (6). Des informations complémentaires peuvent aussi
étre trouvées dans le document d’orientation de 'OCDE n°® 116 sur I'élaboration et la conduite des études de
toxicité chronique et de cancérogenese (7).

Les trois principales voies d’administration utilisées dans les études de cancérogenése sont la voie orale, la voie
cutanée et l'inhalation. Le choix de la voie d’administration dépend des caractéristiques physiques et chimiques de
la substance d'essai et de la voie d’exposition prédominante chez 'homme. Des informations complémentaires
sur le choix de la voie d'exposition sont fournies dans le document d’orientation n°® 116 (7).

La présente méthode d'essai porte principalement sur I'exposition par voie orale, la voie la plus communément
utilisée dans les études de cancérogenese. Bien que des études de cancérogenese utilisant 'exposition par voie
cutanée ou par inhalation puissent aussi étre nécessaires pour évaluer le risque pour la santé humaine etfou
exigées en vertu de certains régimes réglementaires, ces deux voies d'exposition nécessitent des dispositifs
techniques d'une grande complexité. De telles études devront étre congues au cas par cas, encore que la présente
méthode d’essai, qui porte sur la caractérisation et 'évaluation de la cancérogénicité par voie orale, puisse fournir
les bases d’un protocole d'étude par voie cutanée ou par inhalation, notamment en ce qui concerne les
recommandations relatives aux durées de traitement, aux parameétres cliniques et pathologiques, etc. Il existe
des documents d’orientation de TOCDE sur I'administration expérimentale de substances d’essai par voie cutanée
(7) et par inhalation (7) (8). Les chapitres B.8 (9) et B.29 (10) de la présente annexe, ainsi que le document
d'orientation de 'OCDE sur lessai de toxicité aigué par inhalation (8), méritent tout particulierement d'étre
consultés lors de la conception d'études a long terme portant sur une exposition par inhalation. Le chapitre B.9
de la présente annexe (11) doit étre consulté dans le cas d’'un essai portant sur la voie cutanée.

L’étude de cancérogenese donne des éléments d'information sur les risques pour la santé susceptibles de découler
d'une exposition répétée pendant une période pouvant couvrir la vie entiere de l'espéce considérée. L'étude
fournit des informations sur les effets toxiques de la substance d’essai, y compris sur son pouvoir cancérogéne, et
peut indiquer les organes cibles et la possibilité d'accumulation dans ces organes. Elle peut aussi donner une
estimation de la dose sans effet nocif observé pour ce qui est des effets toxiques et, dans le cas des substances
cancérogeénes non génotoxiques, des réponses tumorales. Cette estimation permet d'établir les criteres de sécurité
concernant l'exposition humaine. De plus, il convient d’accorder une attention particuliére a I'observation
clinique des animaux afin d’obtenir le plus d'informations possibles.

Les objectifs des études de cancérogenése couvertes par la présente méthode d'essai sont les suivants:

— identification des propriétés cancérogénes d’une substance d’essai susceptibles d’augmenter les risques de
néoplasmes, la fréquence de survenue de néoplasmes malins ou la diminution du temps nécessaire a leur
apparition, par rapport aux groupes témoins concurrents,

— identification d’'un ou de plusieurs organes cibles de la cancérogenese,

— identification du temps d’apparition des néoplasmes,
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10.

11.

12.

— caractérisation de la relation entre la dose administrée et la réponse tumorale,

— identification du niveau de dose sans effet nocif observé (DSENO) ou du point de départ pour I'établissement
d’une dose de référence (DR),

— extrapolation des effets cancérogénes aux niveaux d’exposition humaine correspondant a de faibles doses,

— obtention de données permettant de vérifier les hypothéses concernant le mode d’action (2) (7) (12) (13) (14)
15).

REMARQUES PRELIMINAIRES

Pour caractériser et évaluer la cancérogénicité potentielle d'un produit chimique, le laboratoire chargé de I'’étude
prend en compte toutes les informations disponibles sur la substance d'essai avant de réaliser 'étude, afin de
pouvoir orienter celle-ci de maniére a tester plus efficacement le potentiel cancérogéne de la substance, et faire le
moins possible appel aux animaux. La connaissance du mode d’action d’un agent cancérogéne suspecté et sa
prise en compte (2) (7) (12) (13) (14) (15) sont particulierement importantes puisque la conception optimale de
l'essai peut différer selon que la substance d'essai est ou n'est pas un agent cancérogéne génotoxique connu ou
suspecté. Des informations complémentaires sur certains aspects du mode d’action peuvent étre trouvées dans le
document d'orientation n°® 116 (7).

Les informations utiles pour concevoir I'étude sont notamment: l'identité, la structure chimique et les propriétés
physico-chimiques de la substance d’essai; les résultats de toutes les études de toxicité in vitro ou in vivo menées
et notamment des essais de génotoxicité; l'utilisation (les utilisations) prévue(s) et le potentiel d'exposition
humaine; les données (Q)SAR disponibles et les données toxicologiques (par exemple mutagénicité, génotoxicité
et pouvoir cancérogene) relatives aux substances chimiques structurellement apparentées; les données toxicoci-
nétiques disponibles (dose unique et doses répétées, si ces données existent) et les résultats d’autres études a
doses répétées. La caractérisation du pouvoir cancérogéne est effectuée aprés obtention des premiers résultats
d’essais de toxicité a doses répétées menés sur 28 jours etfou 90 jours. Les essais d'initiation-promotion de
cancers a court terme peuvent aussi livrer des informations utiles. Il convient d'envisager I'adoption d'une
approche par étapes pour l'étude expérimentale de la cancérogenése entreprise dans le cadre de I'évaluation
globale des effets nocifs potentiels d'une substance d'essai (16) (17) (18) (19).

Les méthodes statistiques les plus appropriées pour 'analyse des résultats, compte tenu du plan expérimental et
des objectifs de I'étude, sont identifiées avant le début de I'étude. Il convient notamment de déterminer si les
statistiques doivent prendre en compte l'ajustement en fonction de la survie, I'analyse des risques de tumeurs
cumulées liés a la durée de survie, I'analyse du temps nécessaire a l'apparition d’'une tumeur et 'analyse effectuée
en cas de mort prématurée des animaux d’un ou de plusieurs groupes. On trouvera des indications concernant
les analyses statistiques appropriées, ainsi que des références clés a des méthodes statistiques reconnues au plan
international, dans le document d’orientation n® 116 (7), ainsi que dans le document d’orientation n°® 35 sur
l'analyse et I'évaluation des études de toxicité chronique et de cancérogenése (20).

Lors de la réalisation d’une étude de cancérogenése, il est recommandé de toujours suivre les principes et
considérations énoncés dans le document d’orientation n® 19 de 'OCDE sur la reconnaissance, I'évaluation et
l'utilisation des signes cliniques comme effets observés éthiquement acceptables dans les expérimentations
animales menées a des fins d’évaluation de la sécurité (21). Le paragraphe 62 de ce document, en particulier,
stipule ce qui suit: “Dans les études comportant l'administration de doses répétées, lorsquun animal présente des signes
cliniques progressifs de détérioration de son état, une décision d’euthanasier ou non l'animal est prise en connaissance de
cause. Cette décision met en balance des facteurs tels que la valeur des informations pouvant étre obtenues en maintenant
V'animal dans Uétude d'une part, et I'état général de celui-ci d'autre part. Si la décision est prise de poursuivre lessai sur cet
animal, la fréquence des observations est augmentée selon les besoins. Il est aussi possible, sans toutefois nuire a l'objectif de
Vessai, d'interrompre l'administration de la substance d’essai pour soulager la douleur ou la détresse de l'animal, ou de réduire
la dose testée.”

On trouvera des informations détaillées et une discussion sur les principes déterminant le choix des doses pour
les études de toxicité chronique et de cancérogenése dans le document d’orientation n°® 116 (7), ainsi que dans
deux publications de I'Institut international des sciences de la vie (22) (23). La stratégie de base pour le choix des
doses dépend du ou des principaux objectifs de I'étude (paragraphe 6). En choisissant des niveaux de doses
appropriés, il convient de trouver un équilibre entre, d'une part, l'identification des dangers et, dautre part, la
caractérisation des réponses aux faibles doses et leur pertinence. Cet équilibre est particulierement nécessaire dans
le cas ot une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenése (chapitre B.33 de la présente annexe) est
menée (paragraphe 12).

Il convient d’examiner I'opportunité de réaliser une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenése
(chapitre B.33 de la présente annexe) plutot que de réaliser séparément une étude de toxicité chronique (chapitre
B.30 de la présente annexe) et une étude de cancérogenese (la présente méthode d'essai B.32). L'essai combiné
permet une meilleure efficacité en temps et en codts par rapport a la conduite de deux essais séparés, et ne
compromet pas la qualité des données de la phase chronique ou de la phase de cancérogenése. Lors de la
réalisation d’'une étude combinée (chapitre B.33 de la présente annexe), il convient toutefois de respecter les
principes déterminant le choix de la dose (paragraphes 11 et 22 & 25) et il est également reconnu que certains
cadres réglementaires peuvent imposer la conduite d'études séparées.
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14.

15.

16.

17.

18.

Les définitions utilisées dans le contexte de la présente méthode d'essai figurent a la fin du présent chapitre et
dans le document d’orientation n°® 116 (7).

PRINCIPE DE L’ESSAI

La substance d'essai est administrée quotidiennement a différents groupes d’animaux, pendant la plus grande
partie de leur vie, @ des doses progressives et habituellement par la voie orale. Les essais par inhalation ou par la
voie cutanée peuvent aussi étre appropriés. Les animaux sont observés attentivement pendant la période d’ad-
ministration afin de déceler d'éventuels signes de toxicité et le développement de lésions néoplasiques. Les
animaux qui meurent ou sont sacrifiés en cours d’essai sont autopsiés et, au terme de l'essai, les animaux
survivants sont sacrifiés et autopsiés.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Choix des espéces animales

La présente méthode d’essai traite principalement de la caractérisation et de I'évaluation de la cancérogénicité
chez les rongeurs (paragraphe 2). Le recours a des espéces autres que des rongeurs peut étre envisagé si les
données disponibles laissent escompter une meilleure prédiction des effets de la substance sur la santé humaine.
Dans ce cas, le choix de I'espéce est justifié. L'espéce de rongeur préférée est le rat, mais d’autres rongeurs comme
la souris peuvent étre utilisés. Bien que le recours a la souris dans les études de cancérogenese puisse ne
présenter quun intérét limité (24) (25) (26), certains programmes réglementaires actuels exigent tout de
méme la conduite d’essais de cancérogenése sur la souris, sauf lorsquil est établi qu'une telle étude nest pas
nécessaire sur le plan scientifique. Les rats et les souris sont les modeles expérimentaux choisis de préférence, en
raison de leur durée de vie relativement courte, de leur utilisation fréquente dans les études pharmacologiques et
toxicologiques, de leur sensibilité a linduction de tumeurs et de la disponibilité de souches suffisamment
caractérisées. Ces caractéristiques permettent d’obtenir une grande quantité d'informations sur la physiologie
et la pathologie de ces animaux. Des informations additionnelles sur le choix des espéces et des souches sont
disponibles dans le document d’orientation n°® 116 (7).

Il convient d’employer des animaux adultes sains, de souches communément utilisées dans les laboratoires.
L'étude de cancérogenese sera effectuée de préférence sur des animaux de méme souche et de méme provenance
que ceux utilisés dans I'étude (les études) de toxicité préliminaire(s) de plus courte durée. Si toutefois ces animaux
sont réputés ne pas répondre aux critéres de survie généralement admis dans les études a long terme [voir le
document d’orientation n°® 116 (7)], il convient d’envisager d'utiliser une souche d'un animal dont le taux de
survie permette de réaliser une étude a long terme. Les femelles sont nullipares et non gravides.

Conditions d’hébergement et d’alimentation

Les animaux peuvent étre logés individuellement ou réunis dans des cages en petits groupes du méme sexe,
I'hébergement individuel n’étant a envisager que dans des cas scientifiquement justifiés (27) (28) (29). Les cages
sont placées de fagon telle que I'influence éventuelle de leur disposition sur les résultats de I'étude soit réduite au
minimum. La température du local des animaux d’expérience est de 22 °C ( 3 °C). Lhumidité relative est d’au
moins 30 % et n'excéde pas de préférence 70 % en dehors des moments ou le local est nettoyé, I'idéal étant
qu'elle soit comprise entre 50 et 60 %. L'éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumiére et 12 heures
d’obscurité. Le régime alimentaire peut étre un régime classique de laboratoire avec eau potable a satiété. 1l
satisfait tous les besoins nutritionnels de l'espece étudiée, et la teneur en contaminants alimentaires susceptibles
d'influer sur les résultats de lessai (résidus de pesticides, polluants organiques persistants, phyto-cestrogenes,
métaux lourds et mycotoxines, par exemple) est aussi faible que possible. Des données analytiques sur les teneurs
en nutriments et en contaminants alimentaires sont recueillies régulierement, au moins au début de I'étude et
lors des changements de lots; ces données figurent dans le rapport final. Des données analytiques sur l'eau de
boisson utilisée lors de I'étude sont de méme fournies. Le choix du régime alimentaire peut étre influencé par la
nécessité d’assurer un mélange convenable de la substance d’essai et de satisfaire les besoins nutritionnels des
animaux lorsque la substance d’essai est administrée dans la nourriture.

Préparation des animaux

II convient d'utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions de laboratoire depuis au moins 7 jours et
mayant jamais été soumis auparavant & des protocoles expérimentaux. Dans le cas des rongeurs, I'administration
de la substance commence dés que possible apres le sevrage et 'acclimatation, et de préférence avant I'dge de
8 semaines. L'espéce, la souche, la provenance, le sexe, le poids et I'dge des animaux d’expérience sont précisés.
Au début de T'étude, la variation de poids des animaux de chaque sexe est minimale et n'excéde pas * 20 % du
poids moyen de tous les animaux étudiés, et ce pour chaque sexe séparément. Les animaux sont affectés de
maniére aléatoire aux différents groupes (témoins et traités). Aprés la randomisation, les poids moyens des
groupes de chaque sexe ne présentent pas de différences significatives. En cas de différences statistiquement
significatives, la phase de randomisation est répétée dans la mesure du possible. Chaque animal re¢oit un numéro
d'identification unique et en est marqué de manitre permanente par tatouage, implant de micropuce ou toute
autre méthode appropriée.
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25.

PROTOCOLE
Nombre et sexe des animaux

Il convient d'utiliser des animaux des deux sexes. Leur nombre est suffisant pour permettre une évaluation
biologique et statistique complete. Chaque groupe de dose, de méme que chaque groupe témoin correspondant,
comprend au moins 50 animaux de chaque sexe. Selon le but de I'étude, il est possible d’augmenter la puissance
statistique des principales estimations en répartissant les animaux de maniere différenciée entre les groupes de
doses, avec plus de 50 animaux dans les groupes a faibles doses pour estimer par exemple la cancérogénicité aux
faibles doses. 1l convient toutefois de noter qu'une augmentation modérée de la taille d'un groupe entrainera une
augmentation relativement faible de la puissance statistique de I'étude. On trouvera des données complémentaires
sur la conception statistique de I'étude, et sur le choix de niveaux de doses permettant d’optimiser la puissance
statistique, dans le document d’orientation n® 116 (7).

Sacrifices en cours d’étude et groupes satellites (sentinelles)

L'étude peut prévoir le sacrifice d'animaux en cours d’étude, par exemple a 12 mois, afin de recueillir des
données sur la progression des altérations néoplasiques et des données mécanistiques, si cela est scientifiquement
justifié. Si I'on dispose déja de ces données, obtenues antérieurement lors d’études de toxicité a doses répétées sur
la substance d'essai, les sacrifices en cours d'étude peuvent ne pas étre scientifiquement justifiés. Sils sont
néanmoins inclus dans I'étude, les groupes d’animaux traités destinés a étre sacrifiés en cours d’étude comptent
normalement 10 animaux de chaque sexe, et le nombre total d’animaux utilisés dans 'étude est augmenté du
nombre danimaux que l'on prévoit de sacrifier avant l'achévement de I'étude. Un groupe supplémentaire
d'animaux sentinelles (généralement 5 animaux de chaque sexe) peut étre inclus si nécessaire pour le suivi de
I'état pathologique au cours de I'étude (30). Des informations complémentaires figurent dans le document
dorientation n°® 116 (7).

Groupes de dose et dosage

Le document d’orientation n°® 116 (7) donne des indications sur tous les aspects du choix des doses et des écarts
entre les doses. Il convient d'utiliser au moins trois doses et un groupe témoin. Les niveaux de doses seront
généralement basés sur les résultats d’études a plus court terme a doses répétées, ou d’études préliminaires de
détermination des concentrations, et prennent en compte toutes les données toxicologiques et toxicocinétiques
existantes relatives a la substance d’essai ou aux substances chimiques apparentées.

A moins de contraintes dues 2 la nature physico-chimique ou aux effets biologiques de la substance d’essai, le
niveau de dose le plus élevé est choisi de maniére a permettre d'identifier les principaux organes cibles et les
effets toxiques de la substance tout en évitant la souffrance, une toxicité sévere ou une forte morbidité ou létalité
chez les animaux testés. Compte tenu des facteurs mentionnés au paragraphe 23 ci-dessous, la plus forte dose est
normalement choisie pour provoquer une manifestation de toxicité, par exemple un ralentissement de la prise de
poids corporel (d’environ 10 %). Toutefois, en fonction des objectifs de I'étude (voir paragraphe 6), on pourra
choisir un niveau de dose maximal plus faible que la dose qui provoque des signes de toxicité, par exemple une
dose entrainant un effet négatif préoccupant mais dont l'impact sur l'espérance de vie ou le poids corporel reste

faible.

Les niveaux de doses et les intervalles entre les doses peuvent étre choisis de maniére & pouvoir établir une
relation dose-réponse et, selon le mode d’action de la substance d'essai, une DSENO ou tout autre résultat
escompté de I'étude, notamment une DR (voir paragraphe 25) au plus bas niveau de dose. Les facteurs & prendre
en compte dans le choix des faibles doses sont notamment la pente attendue de la courbe dose-réponse, les
doses qui provoquent des changements métaboliques importants ou qui modifient notablement le mode d’action
toxique, le niveau auquel on peut prévoir un seuil, ou celui auquel on peut prévoir de fixer un point de départ
pour une extrapolation aux faibles doses.

Les intervalles entre les doses dépendront des caractéristiques de la substance d’essai, et ne peuvent donc pas étre
prescrits dans la présente méthode d’essai, mais des intervalles correspondant a un facteur 2 ou 4 sont souvent
les plus appropriés entre les doses décroissantes, et linclusion d'un quatrieme groupe d'essai est souvent
préférable a la fixation de trés grands intervalles (correspondant par exemple a un facteur de plus de 6 a 10)
entre les doses. En général, les facteurs supérieurs a 10 sont évités, et leur utilisation est justifie.

Comme le précise le document d'orientation n® 116 (7), les facteurs a prendre en compte dans le choix des doses
sont notamment les suivants:

— non-linéarités ou points d'inflexion connus ou supposés de la courbe dose-réponse,

— toxicocinétique et gammes de doses auxquelles I'induction métabolique, la saturation ou la non-linéarité entre
les doses internes et externes surviennent ou nom,

— lésions précurseurs, marqueurs deffets ou indicateurs du déroulement de processus biologiques clés sous-
jacents,

— aspects principaux (ou présumés) du mode daction, par exemple doses auxquelles une cytotoxicité
commence a se manifester, les dosages hormonaux sont modifiés, les mécanismes homéostatiques sont
dépassés, etc.,
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— régions de la courbe dose-réponse nécessitant une estimation particuliérement précise, par exemple dans le
domaine de la DR prévue ou d'un seuil présumé,

— prise en compte des niveaux prévus d’exposition humaine.

26. Le groupe témoin sera un groupe non traité ou un groupe recevant le véhicule si la substance est administrée
dans un véhicule. Exception faite de I'administration de la substance d’essai, les animaux du groupe sont traités
de la méme maniére que ceux des groupes d’essai. Si un véhicule est employé, on administrera au groupe témoin
le plus grand volume de véhicule utilisé pour les groupes traités. Si la substance d’essai est incorporée aux
aliments et entraine une diminution sensible de la prise de nourriture liée & une moindre appétence de celle-ci, il
pourra étre utile d’utiliser un groupe témoin supplémentaire nourri en paralléle, qui constituerait un témoin plus
approprié.

Préparation des doses et administration de la substance d’essai

27. La substance d’essai est normalement administrée par voie orale, soit dans la nourriture ou l'eau de boisson, soit
par gavage. Des informations complémentaires sur les voies et méthodes d’administration figurent dans le
document d’orientation n°® 116 (7). La voie et le mode d’administration dépendent de la finalité de I'étude,
des propriétés physico-chimiques de la substance d’essai, de sa biodisponibilité ainsi que de la voie et du mode
prédominants d’exposition humaine. Il convient de justifier le choix de la voie et du mode d’administration. Dans
l'intérét des animaux, le gavage oral n’est normalement choisi que pour les substances pour lesquelles cette voie
et ce mode d’administration correspondent a une voie d’exposition potentielle raisonnable chez 'homme (pro-
duits pharmaceutiques, par exemple). Dans le cas des produits chimiques alimentaires ou environnementaux,
notamment les pesticides, I'administration se fait d’ordinaire via le régime alimentaire ou l'eau de boisson.
Toutefois, dans certains contextes, tels que 'exposition professionnelle, 'administration par d’autres voies peut
étre plus appropriée.

28. Si nécessaire, la substance d'essai est dissoute ou mise en suspension dans un véhicule approprié. 1l convient de
prendre en compte les caractéristiques suivantes du véhicule et des autres additifs, sil y a lieu: effets sur
l'absorption, la répartition, le métabolisme ou la rétention de la substance d'essai; effets sur les propriétés
chimiques de la substance d’essai susceptibles de modifier sa toxicité; et effets sur la consommation d’aliments
ou deau, ou sur I'état nutritionnel des animaux. Il est recommandé¢, dans la mesure du possible, d’envisager en
premier lieu une solution ou une suspension aqueuse, puis celle d'une solution ou d’'une émulsion dans une huile
(par exemple huile de mais), et en dernier lieu celle d’'une solution dans d’autres véhicules. Les caractéristiques de
toxicité des véhicules autres que l'eau sont connues. Il convient de disposer de données sur la stabilité de la
substance d’essai et sur 'homogénéité des solutions ou rations contenant les différentes doses (selon les cas) dans
les conditions d’administration (nourriture, par exemple).

29. 1l importe de veiller a ce que les quantités de substances administrées dans les aliments ou l'eau de boisson
n'interferent pas avec la nutrition ou I'équilibre hydrique. Dans les études de toxicité a long terme faisant
intervenir une administration par voie alimentaire, la concentration de la substance d’essai dans les aliments
ne dépasse pas normalement 5 % de la ration totale, afin d'éviter les déséquilibres nutritionnels. Si la substance
d’essai est incorporée a la nourriture, on peut utiliser soit une concentration alimentaire constante (mg/kg
d’aliment ou ppm) soit un niveau de dose constant par rapport au poids corporel de l'animal (mg/kg de
poids corporel), calculé sur une base hebdomadaire. La solution choisie est spécifiée.

30. En cas d’'administration par voie orale, les animaux regoivent une dose quotidienne de la substance d'essai (a
raison de 7 jours par semaine) et ce normalement pendant une période de 24 mois pour les rongeurs (voir aussi
le paragraphe 32). Tout autre régime de dosage, par exemple une administration 5 jours par semaine, fait I'objet
d'une justification. En cas d’administration par voie cutanée, les animaux recoivent normalement le traitement
pendant au moins 6 heures par jour, 7 jours par semaine, comme le spécifie le chapitre B.9 de la présente
annexe (11), et ce pendant une période de 24 mois. L'exposition par inhalation est réalisée pendant 6 heures par
jour, 7 jours par semaine, mais il est possible, si cela se justifie, de limiter 'exposition a 5 jours par semaine. La
période d'exposition est normalement de 24 mois. Si des especes de rongeurs autres que le rat sont exposées
“nez seul”, il est possible d’ajuster la durée maximale d’exposition en fonction du stress propre a ces espéces. Le
choix d’une durée d’exposition inférieure a 6 heures par jour devra étre justifié. Voir aussi a ce sujet le chapitre
B.8 de la présente annexe (9).

31. Lorsque la substance d'essai est administrée aux animaux par gavage, l'opération est pratiquée aux mémes
moments de la journée au moyen d’'une sonde gastrique ou d’une canule d'intubation appropriée. Normalement,
une dose unique sera administrée une fois par jour mais lorsque, par exemple, la substance chimique est un
irritant local, il pourra étre envisagé de maintenir la dose journaliére en la fractionnant (deux fois par jour). Le
volume maximal de liquide pouvant étre administré en une fois dépend de la taille de l'animal d’expérience. Le
volume est maintenu aussi faible que possible et n'excéde pas normalement 1 ml/100 g de poids corporel pour
les rongeurs (31). Il convient de minimiser la variabilité du volume testé en ajustant la concentration pour
obtenir un volume constant a tous les niveaux de doses. Les substances potentiellement corrosives ou irritantes
sont l'exception et leur dilution permettra d'éviter tout effet local sévére. L'essai n'est donc pas mené a des
concentrations susceptibles d'étre corrosives ou irritantes pour le tube digestif.
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32.

33.

34.

35.

36.

37.

Durée de I'étude

La durée de I'étude sera normalement de 24 mois pour les rongeurs, ce qui correspond a la majeure partie de la
durée de vie normale des animaux utilisés. Elle pourra étre allongée ou raccourcie selon la durée de vie de la
souche de l'espéce animale utilisée, mais cette décision fait 'objet d'une justification. Pour certaines souches
particulieres de souris, par exemple AKR[], C3H/] ou C57BL/6], une durée de 18 mois peut étre plus appropriée.
On trouvera ci-aprés des informations sur la durée, la cloture de I'étude et la survie; dautres considérations,
relatives notamment a l'acceptabilité d'une étude de cancérogenese estimée négative du fait de la survie des
animaux, figurent dans le document d’orientation n° 116 (7).

— La cloture de I'étude est envisagée lorsque le nombre de survivants des groupes soumis aux plus faibles doses
ou du groupe témoin tombe en dessous de 25 pour cent.

— La cloture de I'étude n'est pas déclenchée par la mort prématurée des animaux du seul groupe ayant regu la
dose la plus élevée.

— La survie des animaux est prise en considération séparément pour chaque sexe.

— Létude n’est pas prolongée au-dela du point ou les données pouvant étre tirées de I'étude ne sont plus
suffisantes pour permettre une évaluation statistiquement valable.

OBSERVATIONS

Un examen de la morbidité ou de la mortalité est effectué quotidiennement chez tous les animaux, généralement
en début et en fin de journée, fins de semaine et jours fériés compris. Une recherche de signes spécifiques
significatifs sur le plan toxicologique devra aussi étre effectuée une fois par jour en tenant compte du moment
ou I'on prévoit que les effets des différentes doses atteindront leur intensité maximale apres administration par
gavage. Une attention particuliére est accordée au développement de tumeurs, et le moment d'apparition, la
localisation, les dimensions, l'aspect et la progression de chaque tumeur nettement visible ou palpable sont
consignés.

Poids corporel, consommation de nourriture et d'eau, et efficacité alimentaire

Tous les animaux sont pesés au début du traitement, au moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres
semaines, puis au moins une fois par mois. La consommation de nourriture et l'efficacité alimentaire sont aussi
mesurées au moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres semaines, puis au moins une fois par mois.
Lorsque la substance d’essai est administrée dans I'eau de boisson, la consommation d'eau est aussi mesurée au
moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres semaines, puis au moins une fois par mois. Il peut
également étre utile de mesurer la consommation d’eau dans les études ou la prise d’eau est modifiée.

Hématologie, biochimie clinique et autres mesures

Afin d’obtenir le plus possible d'informations de I'étude, surtout en ce qui concerne le mode d’action de la
substance, il peut étre utile d’effectuer des prélevements sanguins afin de procéder a des analyses hématologiques
et de biochimie clinique, mais la décision appartient au directeur de I'étude. Des analyses d'urine peuvent étre
aussi appropriées. On trouvera des informations complémentaires sur 'intérét de tels prélévements pour une
étude de cancérogenese dans le document d'orientation n® 116 (7). Sil y a lieu, des prélevements sanguins en
vue d’analyses hématologiques et de chimie clinique et des analyses d'urines peuvent étre effectués dans le cadre
de sacrifices réalisés en cours d’étude (paragraphe 20) et a la fin de 'étude sur un minimum de 10 animaux de
chaque sexe par groupe. Les échantillons de sang sont prélevés en un point déterminé, par exemple par ponction
cardiaque ou au niveau du sinus rétro-orbital sous anesthésie, et seront conservés si nécessaire dans des
conditions appropriées. Des étalements sanguins peuvent aussi étre préparés en vue d’un examen, notamment
si la moelle osseuse semble étre l'organe cible, bien que l'utilité d’'un tel examen pour I'évaluation du potentiel
cancérogene/oncogene ait été mise en question (32).

PATHOLOGIE
Autopsie macroscopique

Tous les animaux de I'étude a I'exception des sentinelles et autres animaux satellites (voir paragraphe 20) font
l'objet d’'une autopsie macroscopique compléte et détaillée, comprenant un examen attentif de la surface externe
du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités cranienne, thoracique et abdominale et de leurs contenus.
L'autopsie des sentinelles et autres animaux satellites peut devoir étre effectuée au cas par cas, a la discrétion du
directeur de I'étude. La pesée des organes ne fait normalement pas partie d'une étude de cancérogeneése car les
changements liés a I'age ou, dans des phases plus avancées, au développement de tumeurs rendent superflues les
données relatives au poids des organes. Ces données peuvent toutefois présenter un grand intérét pour les
évaluations fondées sur le poids de la preuve, notamment en ce qui concerne le mode d’action. Si ces données
font partie d'une étude satellite, elles ne sont pas collectées au-dela d'un an apres le début de I'étude.

Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus approprié, a la fois pour le type de tissu et
pour l'examen histopathologique prévu (33) ('examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif):
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38.

toutes les lésions macro- | coeur pancréas estomac (pré-estomac,
scopiques estomac glandulaire)
glande surrénale iléon glande parathyroide [dents]
aorte jéjunum nerf périphérique testicule
cerveau (segments d’encé- | rein hypophyse thymus
phale, de cervelet et de
bulbe rachidien/pont)
cacum glande lacrymale (exor- | prostate thyroide
bital)
col utérin foie rectum [langue]
glande coagulante poumon glande salivaire trachée
colon ganglions lymphatiques | vésicule séminale vessie
(superficiels et profonds)
duodénum glande mammaire (obli- | muscle squelettique utérus (col inclus)
gatoire pour les femelles
et, si visible a la dissec-
tion, aussi pour les
males)
épididyme [voies respiratoires supé- | peau [uretere]
rieures dont nez, cornets
et sinus paranasaux]
il (y compris rétine) cesophage moelle épiniere (niveaux | [urctre]
cervical, mésothoracique
et lombaire)
[fémur avec articulation] [bulbe olfactif] rate vagin
vésicule biliaire (pour les | ovaire [sternum] segment de moelle

especes autres que le rat)

osseuse et/ou moelle
osseuse fraichement
ponctionnée

glande de Harder

Dans le cas des organes allant par paires, par exemple les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
préservés. Les observations, notamment cliniques, peuvent amener a examiner d’autres tissus. Tous les organes
considérés comme des organes cibles potentiels du fait des propriétés connues de la substance d’essai sont aussi
conservés. Dans les études portant sur une administration par la voie cutanée, il y a lieu de conserver les organes
figurant sur la liste établie pour la voie orale, et de procéder a un prélevement et une conservation spécifiques de
la peau provenant du site d’application. Dans les études par inhalation, la liste des tissus des voies respiratoires
conservés et examinés est conforme aux recommandations des chapitres B.8 et B.29 de la présente annexe. Pour
les autres organes et tissus (outre les tissus des voies respiratoires spécifiquement conservés), il convient d’exa-
miner les organes de la liste établie pour la voie orale.

Histopathologie

Des informations sont disponibles sur les meilleures pratiques en matiere de conduite des études de pathologie
toxicologique (33). Au minimum, les examens devront porter sur les tissus suivants:

— tous les tissus prélevés dans le groupe a dose élevée et le groupe témoin,
— tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de I'étude,
— tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques, notamment des tumeurs,

— lorsque des altérations histopathologiques dues au traitement sont observées dans le groupe a dose élevée, ces
mémes tissus sont examinés chez tous les animaux de tous les autres groupes de doses,

— dans le cas des organes allant par paires, comme les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
examinés.
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39.

40.

41.

42.

RESULTATS ET RAPPORTS
Données

Des données sont recueillies pour chaque animal sur tous les parametres évalués. En outre, toutes les données
sont résumées sous forme de tableaux synoptiques indiquant, pour chaque groupe expérimental, le nombre
d’animaux au début de l'essai, le nombre d’animaux trouvés morts au cours de l'essai ou euthanasiés, le moment
de la mort ou du sacrifice, le nombre d’animaux présentant des signes de toxicité, la description des signes de
toxicité observés ainsi que le moment de l'apparition, la durée et la gravité de tous les effets toxiques observés, le
nombre d’animaux présentant des Iésions, les types de lésions et le pourcentage d’animaux présentant chaque
type de lésion. Les tableaux synoptiques présentent les moyennes et les écarts-types (pour les données recueillies
en continu) pour les animaux présentant des effets toxiques ou des lésions, ainsi qu'une cotation des lésions.

Les données de controle historiques peuvent faciliter I'interprétation des résultats de I'étude, par exemple lorsque
les données provenant des témoins concurrents semblent diverger de maniére significative de données récentes
obtenues sur des animaux témoins issus de la méme installation d’essai/colonie d’élevage. Si elles sont évaluées,
les données de controle historiques émanent du méme laboratoire et portent sur des animaux du méme age et
de la méme souche, produits dans les cinq ans précédant I'étude en question.

Si possible, les résultats numériques devront étre évalués a l'aide d'une méthode statistique appropriée et
largement reconnue. Les méthodes statistiques et les données a analyser sont choisies au moment de la
conception de I'étude (paragraphe 9). Ce choix permet d'opérer des ajustements en fonction de la survie, si
nécessaire.

Rapport d’essai

Le rapport d’essai mentionne les informations suivantes:

Substance d’essai:

— ¢état physique, pureté et propriétés physico-chimiques,

— données d’identification,

— provenance de la substance chimique,

— numéro de lot,

— certificat d’analyse chimique.

Véhicule (le cas échéant):

— justification du choix du véhicule (sl est autre que l'eau).

Animaux d’expérience:

— espécefsouche utilisée et justification du choix fait,

— nombre, age et sexe des animaux au début de l'essai,

— provenance, conditions d’encagement, régime alimentaire, etc.,

— poids de chaque animal au début de T'essai.

Conditions expérimentales:

— justification de la voie d’administration et du choix des doses,

— le cas échéant, méthodes statistiques utilisées pour analyser les données,
— détails concernant la formulation de la substance d’essai ou son incorporation dans les aliments,

— données analytiques sur la concentration obtenue, la stabilité et 'homogénéité de la préparation,
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— voie d’administration et détails concernant 'administration de la substance d’essai,

— pour les études par inhalation, mention de la voie d’entrée (nez seul ou corps entier),

— doses réelles (mg/kg de poids corporelfjour) et, le cas échéant, facteur de conversion en dose réelle de la
concentration de la substance d’essai (en mg/kg ou en ppm) dans les aliments ou l'eau de boisson,

— détails concernant la qualité de 'alimentation et de I'eau de boisson.

Résultats (les résultats comprendront des données générales sous forme de tableaux synoptiques et des données propres a
chaque animal)

Résultats généraux:

— données sur la survie,

— poids corporel/variations du poids corporel,

— prise d’aliments, calculs de Tefficacité alimentaire, si effectués, et prise d’eau, le cas échéant,

— données toxicocinétiques (si disponibles),

— ophtalmoscopie (si disponible),

— hématologie (si disponible),

— chimie clinique (si disponible).

Résultats cliniques:

— signes de toxicité,

— incidence (et, si elle est évaluée, sévérité) de toute anomalie observée,

— nature, sévérité et durée des observations cliniques (transitoires ou permanentes).

Données relatives aux autopsies:

— poids corporel a Tissue de l'essai,

— poids des organes et leur rapport au poids corporel, le cas échéant,

— résultats d'autopsie; incidence et sévérité des anomalies.

Histopathologie:

— observations deffets histopathologiques non néoplasiques,

— observations d'effets histopathologiques néoplasiques,

— corrélation entre les observations macroscopiques et microscopiques,

— description détaillée de tous les résultats histopathologiques liés au traitement et échelle d’évaluation de la
sévérité,
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— rapport sur l'analyse éventuelle des lames par des pairs.

Traitement statistique des résultats, le cas échéant

Discussion des résultats, notamment:

— examen de toutes les approches de modélisation,

— relations dose-réponse,

— données de controle historiques,

— examen de toutes les informations concernant le mode d’action,

— détermination des DR, DSENO et DMENO (dose minimale avec effet nocif observé),
— applicabilité des résultats a I'étre humain;

Conclusions
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Appendice 1

DEFINITION

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode dessai.

B. 33. ETUDES COMBINEES DE TOXICITE CHRONIQUE ET DE CANCEROGENESE

INTRODUCTION

La présente méthode dessai est équivalente a la ligne directrice 453 (2009) de 'OCDE pour les essais de
produits chimiques. La ligne directrice 453 originale avait été adoptée en 1981. La présente méthode d’essai
B.33 actualisée a été jugée nécessaire afin de tenir compte des évolutions récentes dans le domaine du bien- étre
animal, ainsi que des nouvelles exigences réglementaires (1) (2) (3) (4) (5). La mise a jour de la présente méthode
dessai B.33 a été effectuée en parallele avec la révision des chapitres B.32 (Etudes de cancérogenése) et B.30
(Etudes de toxicité chronique) de la présente annexe, dans le but d'obtenir des informations additionnelles a
partir des animaux utilisés dans I'étude, et de fournir des précisions concernant le choix des doses. La présente
méthode d'essai vise les essais portant sur une large gamme de produits chimiques, dont des pesticides et des
produits chimiques industriels. Il convient toutefois de noter que certains aspects et certaines dispositions
peuvent différer pour les produits pharmaceutiques (voir la Conférence internationale sur I'harmonisation,
theme S1B: évaluation de la cancérogénicité des produits pharmaceutiques).

La plupart des études de toxicité chronique et de cancérogenese étant menées sur des espéces de rongeurs, la
présente méthode d’essai est destinée a s'appliquer principalement a des études réalisées avec ces especes. S'il
s'avérait nécessaire de mener de telles études avec des non-rongeurs, il conviendrait d’appliquer, moyennant des
modifications appropriées, les principes et procédures décrits dans la présente méthode d'essai et dans le
chapitre B.27 — Toxicité orale a doses répétées — non-rongeurs: 90 jours (6) de la présente annexe, comme
indiqué dans le document d'orientation n® 116 de 'OCDE sur I'élaboration et la conduite des études de toxicité
chronique et de cancérogenése (7).

Les trois principales voies d’administration utilisées dans les études de toxicité chronique et de cancérogenése
sont la voie orale, la voie cutanée et l'inhalation. Le choix de la voie d’administration dépend des caractéristiques
physiques et chimiques de la substance d'essai et de la voie d'exposition prédominante chez 'homme. Des
informations complémentaires sur le choix de la voie d’exposition sont fournies dans le document d'orientation
n° 116 (7).

La présente méthode d’essai porte principalement sur 'exposition par voie orale, la voie la plus communément
utilisée dans les études de toxicité chronique et de cancérogenése. Bien que des études a long terme utilisant
l'exposition par voie cutanée ou par inhalation puissent aussi étre nécessaires pour évaluer le risque pour la
santé humaine et/ou exigées en vertu de certains régimes réglementaires, ces deux voies d’exposition nécessitent
des dispositifs techniques d'une grande complexité. De telles études devront étre congues au cas par cas, encore
que la présente méthode d'essai, qui porte sur la caractérisation et I'évaluation de la toxicité chronique et de la
cancérogénicité par voie orale, puisse fournir les bases d'un protocole d’étude par voie cutanée et/ou inhalation,
notamment en ce qui concerne les recommandations relatives aux durées de traitement, aux parameétres
cliniques et pathologiques, etc. Il existe des documents d’orientation de 'OCDE sur I'administration expérimen-
tale de substances d’essai par inhalation (7) (8) et par voie cutanée (7). Les chapitres B.8 (9) et B.29 (10) de la
présente annexe, ainsi que le document d’orientation de 'OCDE sur les essais de toxicité aigué par inhalation (8),
méritent tout particulierement d'étre consultés lors de la conception d’études a long terme portant sur une
exposition par inhalation. Le chapitre B.9 de la présente annexe (11) doit étre consulté dans le cas d’un essai
portant sur la voie cutanée.

L'étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenese donne des éléments d'information sur les risques
pour la santé susceptibles de découler d'une exposition répétée pendant une période pouvant couvrir la vie
entiere de l'espece considérée. L'étude fournit des informations sur les effets toxiques de la substance d’essai, y
compris sur son pouvoir cancérogene, et peut indiquer les organes cibles et la possibilité d’accumulation dans
ces organes. Elle peut aussi donner une estimation de la dose sans effet nocif observé pour ce qui est des effets
toxiques et, dans le cas de substances cancérogenes non génotoxiques, des réponses tumorales. Cette estimation
permet d’établir les criteres de sécurité concernant l'exposition humaine. De plus, il convient d’accorder une
attention particuliére a I'observation clinique des animaux afin d’obtenir le plus d'informations possibles.

Les objectifs des études de toxicité chronique et de cancérogenése couvertes par la présente méthode d’essai sont
les suivants:

— identification des propriétés cancérogénes d'un produit chimique susceptibles d’augmenter les risques de
néoplasmes, la fréquence de survenue de néoplasmes malins ou la diminution du temps nécessaire a leur
apparition, par rapport aux groupes témoins concurrents,

— identification du temps d’apparition de néoplasmes,

— identification de la toxicité chronique d’une substance d’essai,
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— identification d’'un ou de plusieurs organes cibles de la toxicité chronique et de la cancérogenése,
— caractérisation de la relation dose-effet,

— identification d’un niveau de dose sans effet nocif observé (DSENO) ou du point de départ pour I'établis-
sement d’une dose de référence (DR),

— extrapolation des effets cancérogenes aux niveaux d’exposition humaine correspondant a de faibles doses,
— prévision des effets de toxicité chronique aux niveaux représentatifs de l'exposition humaine,

— obtention de données permettant de vérifier les hypotheses concernant le mode d’action (2) (7) (12) (13)
(14) (15).

REMARQUES PRELIMINAIRES

Pour caractériser et évaluer la cancérogénicité potentielle et la toxicité chronique d'une substance d'essai, le
laboratoire chargé de I'étude prend en compte toutes les informations disponibles sur la substance d'essai avant
de réaliser I'étude, afin de pouvoir orienter celle-ci de maniére a tester plus efficacement les propriétés toxico-
logiques de la substance, et faire le moins possible appel aux animaux. La connaissance du mode d’action d'un
agent cancérogeéne suspecté et sa prise en compte (2) (7) (12) (13) (14) (15) sont particuliérement importantes
puisque la conception optimale de l'essai peut différer selon que la substance est ou n'est pas un agent
cancérogéne génotoxique connu ou suspecté. Des informations complémentaires sur certains aspects du
mode d’action peuvent étre trouvées dans le document d’orientation n° 116 (7).

Les informations utiles pour concevoir 'étude sont notamment: I'identité, la structure chimique et les propriétés
physico-chimiques de la substance d’essai; les informations éventuelles sur son mode d’action; les résultats de
toutes les études de toxicité in vitro ou in vivo menées et notamment des essais de génotoxicité; l'utilisation (les
utilisations) prévue(s) et le potentiel d’exposition humaine; les données (Q)SAR disponibles et les données
toxicologiques (par exemple mutagénicité, génotoxicité et pouvoir cancérogeéne) relatives aux substances struc-
turellement apparentées; les données toxicocinétiques disponibles (dose unique et doses répétées, si ces données
existent) et les résultats d’autres études a doses répétées. La détermination de la toxicité chronique et du pouvoir
cancérogene n'est effectuée qu'aprés obtention des premiers résultats d’essais de toxicité a doses répétées menés
sur 28 jours etfou 90 jours. Les essais d'initiation-promotion de cancers a court terme peuvent aussi livrer des
informations utiles. Il convient d’envisager 'adoption d’une approche par étapes pour 'étude expérimentale de
cancérogenese entreprise dans le cadre de I'évaluation globale des effets nocifs potentiels d'une substance
chimique (16) (17) (18) (19).

Les méthodes statistiques les plus appropriées pour 'analyse des résultats, compte tenu du plan expérimental et
des objectifs de I'étude, sont identifiées avant le début de I'étude. Il convient notamment de déterminer si les
statistiques doivent prendre en compte l'ajustement en fonction de la survie, I'analyse des risques de tumeurs
cumulées liés a la durée de survie, I'analyse du temps nécessaire a I'apparition d’'une tumeur et 'analyse effectuée
en cas de mort prématurée des animaux d'un ou de plusieurs groupes. On trouvera des indications concernant
les analyses statistiques appropriées, ainsi que des références clés a des méthodes statistiques reconnues au plan
international, dans le document d’orientation n® 116 (7), ainsi que dans le document d’orientation n° 35 sur
l'analyse et I'évaluation des études de toxicité chronique et de cancérogenése (20).

Lors de la réalisation d'une étude de cancérogenése, il est recommandé de toujours suivre les principes et
considérations énoncés dans le document d'orientation de 'OCDE n° 19 sur la reconnaissance, I'évaluation et
l'utilisation des signes cliniques comme effets observés éthiquement acceptables dans les expérimentations
animales menées a des fins d'évaluation de la sécurité (21). Le paragraphe 62 de ce document, en particulier,
stipule ce qui suit: “Dans les études comportant l'administration de doses répétées, lorsquun animal présente des signes
cliniques progressifs de détérioration de son état, une décision deuthanasier ou non l'animal est prise en connaissance de
cause. Cette décision met en balance des facteurs tels que la valeur des informations pouvant étre obtenues en maintenant
l'animal dans Vétude d'une part, et I'état général de celui-ci d’autre part. Si la décision est prise de poursuivre l'essai sur cet
animal, la fréquence des observations est augmentée selon les besoins. Il est aussi possible, sans toutefois nuire a I'objectif de
Vessai, d'interrompre l'administration de la substance d'essai pour soulager la douleur ou la détresse de l'animal, ou de
réduire la dose testée.”

On trouvera des informations détaillées et une discussion sur les principes déterminant le choix des doses pour
les études de toxicité chronique et de cancérogenése dans le document d'orientation n® 116 (7), ainsi que dans
deux publications de I'lnstitut international des sciences de la vie (22) (23). La stratégie de base pour le choix des
doses dépend du ou des principaux objectifs de I'étude (paragraphe 6). En choisissant des niveaux de doses
appropriés, il convient de trouver un équilibre, entre d’'une part, I'dentification des dangers et, d’autre part, la
caractérisation des réponses aux faibles doses et leur pertinence. Cet équilibre est particulierement nécessaire
dans le cas de I'étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenése considérée ici.
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Il convient d’examiner l'opportunité de réaliser la présente étude combinée de toxicité chronique et de cancé-
rogengse plutot que de réaliser séparément une étude de toxicité chronique (chapitre B.30 de la présente annexe)
et une étude de cancérogenése (chapitre B.32 de la présente annexe). L'essai combiné permet une meilleure
efficacité en temps et en cofits, et un moindre recours aux animaux, par rapport a la conduite de deux essais
séparés, et ne compromet pas la qualité des données de la phase chronique ou de la phase de cancérogenése.
Lors de la réalisation d'une telle étude combinée, il convient toutefois de respecter les principes déterminant le
choix de la dose (paragraphes 11 et 22 a 26) et il est également reconnu que certains cadres réglementaires
peuvent imposer la conduite d'études séparées. On trouvera dans le document d’orientation n° 116 (7) des
indications supplémentaires sur les moyens de concevoir de maniére optimale l'étude combinée de toxicité
chronique et de cancérogenese afin de réduire le nombre d’animaux utilisés et en rationalisant les diverses
procédures expérimentales.

Les définitions utilisées dans le contexte de la présente méthode d'essai figurent a la fin du présent chapitre et
dans le document d’orientation n° 116 (7).

PRINCIPE DE L’ESSAI

L'étude comprend deux phases paralleles: une phase chronique et une phase de cancérogenese (dont les durées
respectives font l'objet des paragraphes 34 et 35). La substance d’essai est normalement administrée par la voie
orale, mais la voie inhalatoire ou la voie cutanée peuvent aussi étre appropriées. Durant la phase chronique, la
substance d'essai est administrée quotidiennement a plusieurs groupes d’animaux d’expérience a des doses
progressives, a raison d’un niveau de dose par groupe, en général pendant une période de 12 mois, bien
que des durées plus longues ou plus courtes puissent aussi étre choisies en fonction des exigences réglementaires
(voir paragraphe 34). Cette durée est suffisamment longue pour permettre aux effets de toxicité cumulée de se
manifester, tout en évitant les effets perturbateurs des changements liés au vieillissement. Un ou plusieurs
sacrifices en cours d'étude peuvent aussi étre prévus, par exemple a 3 et 6 mois, auquel cas des groupes
d’'animaux supplémentaires pourront étre inclus dans l'étude (voir paragraphe 20). Durant la phase de cancé-
rogengse, la substance d’essai est administrée quotidiennement a différents groupes d’animaux pendant la plus
grande partie de leur vie. Au cours des deux phases, les animaux sont observés attentivement pour déceler
d’éventuels signes de toxicité et le développement de lésions néoplasiques. Les animaux qui meurent ou sont
sacrifiés en cours d’essai sont autopsiés et, au terme de 'essai, les animaux survivants sont sacrifiés et autopsiés.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Choix des espéces animales

La présente méthode d’essai traite principalement de la caractérisation et de I'évaluation de la toxicité chronique
et de la cancérogénicité chez les rongeurs (paragraphe 2). Le recours a des espéces autres que des rongeurs peut
étre envisagé si les données disponibles laissent escompter une meilleure prédiction des effets de la substance sur
la santé humaine. Dans ce cas, le choix de 'espéce est justifié. L'espece de rongeur préférée est le rat, mais
d’autres rongeurs comme la souris peuvent étre utilisés. Bien que le recours a la souris dans les études de
cancérogenese puisse ne présenter qu'un intérét limité (24) (25) (26), certains programmes réglementaires actuels
exigent tout de méme la conduite d’essais de cancérogenése sur la souris, sauf lorsqu'il est établi que de tels
essais ne sont pas nécessaires sur le plan scientifique. Les rats et les souris sont les modeles expérimentaux
choisis de préférence, en raison de leur durée de vie relativement courte, de leur utilisation fréquente dans les
études pharmacologiques et toxicologiques, de leur sensibilité a I'induction de tumeurs et de la disponibilité de
souches suffisamment caractérisées. Ces caractéristiques permettent d’obtenir une grande quantité d'informations
sur la physiologie et la pathologie de ces animaux. Sil savérait nécessaire de réaliser des études de toxicité
chronique et de cancérogenese avec des especes de non- rongeurs, le plan et la conduite de I'étude devraient
suivre les principes décrits dans la présente méthode d'essai ainsi que dans le chapitre B.27 de la présente
annexe — Toxicité orale a doses répétées — non-rongeurs: 90 jours (6). Des informations additionnelles sur le
choix des especes et des souches sont disponibles dans le document d’orientation n°® 116 (7).

Il convient d’employer des animaux adultes sains, de souches communément utilisées dans les laboratoires.
L'étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenése sera effectuée de préférence sur des animaux de
méme souche et de méme provenance que ceux utilisés dans I'étude (les études) de toxicité préliminaire(s) de
plus courte durée. Si toutefois ces animaux sont réputés ne pas répondre aux critéres de survie généralement
admis dans les études a long terme [voir le document d’orientation n° 116 (7)], il convient d’envisager d'utiliser
une souche d'un animal dont le taux de survie permette de réaliser une étude a long terme. Les femelles sont
nullipares et non gravides.

Conditions d’hébergement et d’alimentation

Les animaux peuvent étre logés individuellement ou dans des cages en petits groupes du méme sexe, I'héber-
gement individuel n'étant a envisager que dans des cas scientifiquement justifiés (27) (28) (29). Les cages sont
placées de fagon telle que l'influence éventuelle de leur disposition sur les résultats de I'étude soit réduite au
minimum. La température du local des animaux d’expérience est de 22 °C (¢ 3 °C). Lhumidité relative est dau
moins 30 % et n'excede pas de préférence 70 % en dehors des moments ol le local est nettoyé, l'idéal étant
quelle soit comprise entre 50 et 60 %. L'éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumiere et 12 heures
d’obscurité. Le régime alimentaire peut étre un régime classique de laboratoire avec eau potable a satiété. Il
satisfait tous les besoins nutritionnels de I'espece étudiée, et la teneur en contaminants alimentaires susceptibles
d'influer sur les résultats de l'essai (résidus de pesticides, polluants organiques persistants, phyto-cestrogeénes,
métaux lourds et mycotoxines, par exemple) est aussi faible que possible. Des données analytiques sur les
teneurs en nutriments et en contaminants alimentaires sont recueillies régulierement, au moins au début de
létude et lors des changements de lots; ces données figurent dans le rapport final. Des données analytiques sur
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leau de boisson utilisée lors de I'étude sont de méme fournies. Le choix du régime alimentaire peut étre
influencé par la nécessité d’assurer un mélange convenable de la substance d’essai et de satisfaire les besoins
nutritionnels des animaux lorsque la substance est administrée dans la nourriture.

Préparation des animaux

Il convient d'utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions de laboratoire depuis au moins 7 jours et
nayant jamais été soumis auparavant a des protocoles expérimentaux. Dans le cas des rongeurs, l'administration
de la substance commence dés que possible apres le sevrage et l'acclimatation, et de préférence avant l'age de
8 semaines. L'espéce, la souche, la provenance, le sexe, le poids et 'age des animaux d’expérience sont précisés.
Au début de T'étude, la variation de poids des animaux de chaque sexe est minimale et n'excéde pas * 20 % du
poids moyen de tous les animaux étudiés, et ce pour chaque sexe séparément. Les animaux sont affectés de
maniere aléatoire aux différents groupes (témoins et traités). Aprés la randomisation, les poids moyens des
groupes de chaque sexe ne présentent pas de différences significatives. En cas de différences statistiquement
significatives, la phase de randomisation est répétée dans la mesure du possible. Chaque animal recoit un
numéro d'identification unique et en est marqué de maniére permanente par tatouage, implant de micropuce
ou toute autre méthode appropriée.

PROTOCOLE
Nombre et sexe des animaux

II convient dutiliser des animaux des deux sexes. Leur nombre est suffisant pour permettre une évaluation
biologique et statistique compléte. Pour les rongeurs, chaque groupe de dose (comme défini au paragraphe 22)
et chaque groupe témoin concurrent prévu pour participer & la phase de cancérogenése de I'étude comprend donc
au moins 50 animaux de chaque sexe. Selon le but de I'étude, il sera possible d’augmenter la puissance statistique
des principales estimations en répartissant les animaux de maniere différenciée et non égale en nombre dans les
divers groupes de dose, avec plus de 50 animaux dans les groupes a faibles doses pour estimer par exemple la
cancérogénicité aux faibles doses. Il convient toutefois de noter quune augmentation modérée de la taille d'un
groupe entrainera une augmentation relativement faible de la puissance statistique de I'étude. Chaque groupe de
dose (comme défini au paragraphe 22), et chaque groupe témoin concurrent prévu pour participer a la phase de
toxicité chronique de I'étude, comprend au moins, dans le cas des rongeurs, 10 animaux de chaque sexe. On notera
que ce nombre est plus faible que celui préconisé dans I'étude de toxicité chronique (chapitre B.30 de la présente
annexe). L'interprétation des données obtenues & partir de ce nombre réduit d'animaux par groupe dans la phase de
toxicité chronique de la présente étude combinée s'appuie cependant sur les données provenant des animaux plus
nombreux étudiés lors de la phase de cancérogenese de I'étude. Dans les études utilisant des souris, il peut étre
nécessaire de prévoir des animaux supplémentaires dans chaque groupe traité lors de la phase de toxicité chronique
pour pouvoir effectuer tous les examens hématologiques requis. On trouvera des données complémentaires sur la
conception statistique de 'étude et le choix de niveaux de doses permettant d’'optimiser la puissance statistique dans
le document d'orientation n°® 116 (7).

Sacrifices en cours d’étude, groupes satellites et animaux sentinelles

L'étude peut prévoir le sacrifice d’animaux en cours d’étude, par exemple a 6 mois pour la phase de toxicité
chronique, afin de recueillir des données sur la progression des altérations non néoplasiques et des données
mécanistiques, si cela est scientifiquement justifié. Si I'on dispose déja de ces données, obtenues antérieurement
lors d’études de toxicité a doses répétées sur la substance d’essai, les sacrifices en cours d’étude peuvent ne pas
étre scientifiquement justifiés. Les animaux étudiés pendant la phase de toxicité chronique de I'étude, norma-
lement sur une durée de 12 mois (paragraphe 34), fournissent les données correspondant aux sacrifices en cours
d’étude pour la phase de cancérogenese, ce qui réduit le nombre total d’animaux étudiés. Des groupes satellites
peuvent aussi étre constitués pour la phase de toxicité chronique afin de controler la réversibilité des éventuelles
altérations toxicologiques induites par la substance d’essai. Ces investigations pourront ne porter que sur les
doses maximales de I'étude et sur le groupe témoin. Un groupe supplémentaire d’animaux sentinelles (généra-
lement 5 animaux de chaque sexe) peut étre inclus si nécessaire pour le suivi de I'état pathologique au cours de
Iétude (30). On trouvera des indications supplémentaires sur les sacrifices en cours d'étude et sur le recours a
des animaux satellites et sentinelles, ainsi que sur la limitation du nombre total d’animaux étudiés, dans le
document d’orientation n® 116 (7).

Si linclusion d’animaux satellites et/ou des sacrifices en cours d’essai sont prévus, le nombre d’animaux dans
chaque groupe de dose prévu a cet effet sera normalement de 10 animaux de chaque sexe, et le nombre total
d’animaux étudiés devra étre augmenté du nombre d’animaux devant étre sacrifiés avant I'achévement de I'étude.
Les animaux destinés a étre sacrifiés en cours d'étude et les animaux satellites sont normalement sujets aux
mémes observations que ceux soumis a la phase de toxicité chronique de I'étude principale, notamment en ce
qui concerne le poids corporel, la prise d'aliments et d’eau, les mesures hématologiques et de biochimie clinique,
et les examens pathologiques. Toutefois, des dispositions peuvent aussi étre prises (dans les groupes d’animaux
sacrifiés en cours d’étude) pour limiter ces observations a des mesures essentielles spécifiques telles que la
neurotoxicité ou 'immunotoxicité.

Groupes de dose et dosages

Le document d’orientation n® 116 (7) donne des indications sur tous les aspects du choix des doses et des écarts
entre les doses. 1l convient d'utiliser au moins trois doses et un groupe témoin, aussi bien pour la phase de
toxicité chronique que pour la phase de cancérogenése. Les niveaux de doses seront généralement basés sur les
résultats d’études a plus court terme a doses répétées, ou d’études préliminaires de détermination des concen-
trations, et devront prendre en compte toutes les données toxicologiques et toxicocinétiques existantes relatives
a la substance d’essai ou aux substances chimiques apparentées.
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Pour la phase de toxicité chronique de I'étude, une étude compléte portant sur trois niveaux de doses peut ne
pas étre considérée comme indispensable s’il est possible danticiper qu'un essai a dose unique, équivalant au
moins & 1 000 mg/kg de poids corporelfjour, ne produira probablement pas d'effets indésirables. La décision est
fondée sur les résultats d’études préliminaires et sur l'absence probable de toxicité de la substance d’essai,
compte tenu des données disponibles sur des substances structurellement apparentées. Une limite de
1 000 mgfkg de poids corporelfjour peut s'appliquer sauf si 'exposition humaine indique qu'il est nécessaire
de recourir a un niveau de dose plus élevé.

A moins de contraintes dues a la nature physico-chimique ou aux effets biologiques de la substance dessai, le
niveau de dose le plus élevé est choisi de maniére & permettre d'identifier les principaux organes cibles et les
effets toxiques de la substance tout en évitant la souffrance, une toxicité sévere ou une forte morbidité ou létalité
chez les animaux testés. La plus forte dose est normalement choisie pour provoquer une manifestation de
toxicité, par exemple un ralentissement de la prise de poids corporel (d'environ 10 %). Toutefois, en fonction des
objectifs de l'étude (voir paragraphe 6), on pourra choisir un niveau de dose maximal plus faible que la dose qui
provoque des signes de toxicité, par exemple une dose entrainant un effet négatif préoccupant mais dont
l'impact sur l'espérance de vie ou le poids corporel reste faible.

Les niveaux de doses et les intervalles entre les doses peuvent étre choisis de maniére a pouvoir établir une
relation dose-réponse et, selon le mode d’action de la substance d’essai, une DSENO ou tout autre résultat
escompté de 'étude, notamment une DR (voir le paragraphe 27). Les facteurs a prendre en compte dans le choix
des faibles doses sont notamment la pente attendue de la courbe dose-réponse, les doses qui provoquent des
changements métaboliques importants ou qui modifient notablement le mode d’action toxique, le niveau auquel
on peut prévoir un seuil, ou celui auquel on peut prévoir de fixer un point de départ pour une extrapolation aux
faibles doses. Le principal objectif lors de la réalisation d'une étude combinée de cancérogenése et de toxicité
chronique sera la collecte d’informations a des fins d’évaluation des risques de cancérogenese, et les données sur
la toxicité chronique seront normalement un objectif subsidiaire. Il conviendra de s'en souvenir lors du choix
des niveaux de doses et des intervalles entre les doses pour I'étude.

Les intervalles entre les doses dépendront des objectifs de 'étude et des caractéristiques de la substance d’essai, et
ne peuvent donc pas étre prescrits de maniére détaillée dans la présente méthode d’essai, mais des intervalles
correspondant a un facteur 2 ou 4 sont souvent les plus appropriés entre les doses décroissantes, et l'inclusion
d'un quatrieme groupe d’essai est souvent préférable a la fixation de tres grands intervalles (correspondant par
exemple a un facteur de plus de 6 a 10) entre les doses. En général, les facteurs supérieurs a 10 sont évités, et
leur utilisation est justifiée.

Comme le précise le document d’orientation n® 116 (7), les facteurs a prendre en compte dans le choix des
doses sont notamment les suivants:

— non-linéarités ou points d'inflexion connus ou supposés de la courbe dose-réponse,

— toxicocinétique et gammes de doses auxquelles linduction métabolique, la saturation ou la non-linéarité
entre les doses internes et externes surviennent ou non,

— lésions précurseurs, marqueurs deffets ou indicateurs du déroulement de processus biologiques clés sous-
jacents,

— aspects principaux (ou présumés) du mode daction, par exemple doses auxquelles une cytotoxicité
commence a se manifester, les dosages hormonaux sont perturbés, les mécanismes homéostatiques sont
dépassés, etc.,

— régions de la courbe dose-réponse nécessitant une estimation particulierement précise, par exemple dans le
domaine de la DR prévue ou d'un seuil présumé,

— prise en compte des niveaux prévus d’exposition humaine, en particulier lors du choix des doses moyennes
et faibles.

Le groupe témoin sera un groupe non traité ou un groupe recevant le véhicule si la substance est administrée
dans un véhicule. Exception faite de 'administration de la substance d’essai, les animaux du groupe témoin sont
traités de la méme maniére que ceux des groupes d’essai. Si un véhicule est employé, on administrera au groupe
témoin le plus grand volume de véhicule utilisé pour les groupes traités. Si la substance d’essai est incorporée
aux aliments et entraine une diminution sensible de la prise de nourriture liée a une moindre appétence de celle-
ci, il pourra étre utile d'utiliser un groupe témoin supplémentaire nourri en paralléle, qui constituerait un témoin
plus approprié.

Préparation des doses et administration de la substance d’essai

La substance d’essai est normalement administrée par voie orale, soit dans la nourriture ou I'eau de boisson, soit
par gavage. Des informations complémentaires sur les voies et méthodes d’administration figurent dans le
document d'orientation n® 116 (7). La voie et le mode d’administration dépendent de la finalité de l'étude,
des propriétés physico-chimiques de la substance dessai, de sa biodisponibilité ainsi que de la voie et du mode
prédominants d’exposition humaine. Il convient de justifier le choix de la voie et du mode d’administration.
Dans l'intérét des animaux, le gavage oral n'est normalement choisi que pour les substances pour lesquelles cette
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voie et ce mode d’administration correspondent a une voie d’exposition potentielle raisonnable chez I'homme
(produits pharmaceutiques, par exemple). Dans le cas des produits chimiques alimentaires ou environnementaux,
notamment les pesticides, I'administration se fait d’ordinaire via le régime alimentaire ou l'eau de boisson.
Toutefois, dans certains contextes, tels que l'exposition professionnelle, I'administration par dautres voies
peut étre plus appropriée.

Si nécessaire, la substance d’essai est dissoute ou mise en suspension dans un véhicule approprié. Il convient de
p p

prendre en compte les caractéristiques suivantes du véhicule et des autres additifs, il y a lieu: effets sur
l'absorption, la répartition, le métabolisme ou la rétention de la substance d'essai; effets sur les propriétés
chimiques de la substance d'essai susceptibles de modifier sa toxicité; et effets sur la prise d’aliments ou
d’eau, ou sur I'état nutritionnel des animaux. Il est reccommandé, chaque fois que les circonstances le permettent,
d’envisager en premier lieu l'utilisation d’une solution ou d’une suspension aqueuse, puis celle d'une solution ou
d'une émulsion dans une huile (par exemple huile de mais), et en dernier lieu celle d'une solution dans d'autres
véhicules. Les caractéristiques de toxicité des véhicules autres que l'eau sont connues. Il convient de disposer de
données sur la stabilité de la substance d'essai et sur 'homogénéité des solutions ou rations contenant les
différentes doses (selon les cas) dans les conditions d’administration (nourriture, par exemple).

N

Il importe de veiller a ce que les quantités de substances d’essai administrées dans les aliments ou l'eau de
boisson n'interferent pas avec la nutrition ou avec I'équilibre hydrique. Dans les études de toxicité a long terme
faisant intervenir une administration par voie alimentaire, la concentration de la substance d’essai dans les
aliments ne dépasse normalement pas 5 % de la ration totale, afin d’éviter les déséquilibres nutritionnels. Si la
substance dessai est incorporée a la nourriture, on peut utiliser soit une concentration alimentaire constante
(mg/kg d’aliment ou ppm) soit un niveau de dose constant par rapport au poids corporel de I'animal (mg/kg de
poids corporel), calculé sur une base hebdomadaire. La solution choisie est spécifiée.

En cas d’administration par voie orale, les animaux recoivent une dose quotidienne de la substance d’essai (a
raison de 7 jours par semaine) et ce pendant une période de 12 mois (phase chronique) ou de 24 mois (phase
de cancérogenese) pour les rongeurs (voir aussi les paragraphes 33 et 34). Tout autre régime de dosage, par
exemple une administration 5 jours par semaine, donne lieu a une justification. En cas d’administration par voie
cutanée, les animaux regoivent normalement le traitement pendant au moins 6 heures par jour, 7 jours par
semaine, comme le spécifie le chapitre B.9 de la présente annexe (11), et ce pendant une période de 12 mois
(phase chronique) ou de 24 mois (phase de cancérogenése). L'exposition par inhalation est réalisée pendant
6 heures par jour, 7 jours par semaine, mais il est possible, si cela se justifie, de limiter I'exposition a 5 jours par
semaine. La période d’exposition est normalement de 12 mois (phase chronique) ou de 24 mois (phase de
cancérogenése). Si des espéces de rongeurs autres que le rat sont exposées “nez seul”, il est possible d’ajuster la
durée maximale d'exposition en fonction du stress propre a ces espéces. Le choix d’une durée d’exposition
inférieure a 6 heures par jour fait I'objet d'une justification. Voir aussi a ce sujet le chapitre B.8 de la présente
annexe (9).

Lorsque la substance d’essai est administrée aux animaux par gavage, l'opération est pratiquée aux mémes
moments de la journée au moyen d’une sonde gastrique ou d’une canule d'intubation appropriée. Normalement,
une dose unique sera administrée une fois par jour mais lorsque, par exemple, la substance chimique est un
irritant local, il pourra étre envisagé de maintenir la dose journaliére en la fractionnant (deux fois par jour). Le
volume maximal de liquide pouvant étre administré en une fois dépend de la taille de 'animal d’expérience. Le
volume est maintenu aussi faible que possible et n’excéde normalement pas 1 ml/100 g de poids corporel pour
les rongeurs (31). Il convient de minimiser la variabilité du volume testé en ajustant la concentration pour
obtenir un volume constant a tous les niveaux de doses. Les substances potentiellement corrosives ou irritantes
sont I'exception et leur dilution permettra d'éviter tout effet local sévere. L'essai n'est pas mené a des concen-
trations susceptibles d’étre corrosives ou irritantes pour le tube digestif.

Durée de I'étude

Si la période d’administration et la durée de la phase chronique de cette étude sont normalement de 12 mois, le
plan de I'étude permet une application a des essais de durée plus courte (6 a 9 mois par exemple) ou plus
longue (18 a 24 mois), pour répondre aux exigences de régimes réglementaires particuliers ou obtenir des
données mécanistiques spécifiques. Les déviations par rapport a une durée d’exposition de 12 mois font I'objet
de justifications, surtout dans le cas de durées plus courtes. Le traitement de tous les groupes de doses affectés a
cette phase est interrompu au moment prévu pour I'évaluation de la toxicité chronique et de lésions patholo-
giques non néoplasiques. Les groupes satellites inclus pour controler la réversibilité des éventuelles altérations
toxicologiques induites par la substance d’essai sont maintenus sans traitement, pendant une période d’au moins
4 semaines et d’au plus un tiers de la durée totale de I'étude, apres la cessation de I'exposition.

La durée de la phase de cancérogenese de cette étude sera normalement de 24 mois pour les rongeurs, ce qui
correspond a la majeure partie de la durée de vie normale des animaux utilisés. Elle peut étre allongée ou
raccourcie selon la durée de vie de la souche de I'espece animale utilisée, mais ce changement de durée fait
l'objet d'une justification. Pour certaines souches particuliéres de souris, par exemple AKR/J, C3H/J ou C57BL/6],
une durée de 18 mois peut étre plus appropriée. On trouvera ci- aprés des informations sur la durée, la
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cloture de I'étude et la survie; d’autres considérations, relatives notamment a l'acceptabilité d'une étude de
cancérogenese estimée négative du fait de la survie des animaux, figurent dans le document dorientation
[¢]

n° 116 (7):

— la cloture de T'étude est envisagée lorsque le nombre de survivants des groupes soumis aux plus faibles doses
ou du groupe témoin tombe en dessous de 25 pour cent,

— la cloture de T'étude n'est pas déclenchée par la mort prématurée des animaux du seul groupe ayant recu la
dose la plus élevée,

— la survie des animaux est prise en considération séparément pour chaque sexe,

— létude n'est pas prolongée au-dela du point ol les données pouvant étre tirées de I'étude ne sont plus
suffisantes pour permettre une évaluation statistiquement valable.

OBSERVATIONS (PHASE DE TOXICITE CHRONIQUE)

Tous les animaux sont soumis & un examen quotidien, généralement en début et en fin de journée, fins de
semaine et jours fériés compris, pour déterminer la morbidité et la mortalité. Des observations cliniques
générales sont effectuées au moins une fois par jour, de préférence au(x) méme(s) moment(s) de la journée,
en tenant compte du moment ot 'on prévoit que les effets des différentes doses atteindront leur intensité
maximale aprés administration par gavage.

Tous les animaux font l'objet d'observations cliniques détaillées au moins une fois avant la premiere exposition
(pour permettre des comparaisons intra-individuelles), a la fin de la premiére semaine de I'étude, et une fois par
mois ensuite. Les observations respectent un protocole qui réduit au minimum les variations entre observateurs
et les rend indépendantes du groupe testé. Ces observations sont effectuées hors de la cage ot sont logés les
animaux, de préférence dans une enceinte normalisée et a heures fixes. Elles sont soigneusement consignées, de
préférence en utilisant un systeme de cotation explicitement défini par le laboratoire qui réalise I'essai. Les
conditions d’observation demeurent aussi constantes que possible. Les observations portent notamment sur les
symptomes suivants (sans que cette liste soit exhaustive): modifications de I'état de la peau, de la fourrure, des
yeux et des muqueuses, apparition de sécrétions et d’excrétions, et réactions neurovégétatives (par exemple,
sécrétion de larmes, horripilation, variation du diamétre pupillaire, respiration anormale). Il convient également
de consigner les changements dans la démarche, la posture et les réactions a la manipulation, ainsi que la
présence de mouvements cloniques ou toniques et les comportements stéréotypés (par exemple, toilettage
excessif, parcours circulaires répétitifs) ou bizarres (par exemple, automutilation, marche a reculons) (32).

Avant la premiére administration de la substance d’essai, tous les animaux font I'objet d'un examen ophtalmo-
logique effectué a laide d’'un ophtalmoscope ou d’'un autre appareil approprié. A Tissue de I'étude, cet examen
est réalisé de préférence sur tous les animaux, mais au moins sur ceux du groupe traité a la dose la plus élevée
et du groupe témoin. Si des altérations oculaires liées au traitement sont détectées, tous les animaux sont
examinés. Si I'analyse structurale ou d'autres observations suggerent une toxicité oculaire, il faut augmenter la
fréquence des examens oculaires.

Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d'induction d'effets neurotoxiques lors d’essais antérieurs
de toxicité a doses répétées sur 28 etfou 90 jours, une vérification de la réactivité sensorielle a différents types
de stimuli (32) (stimuli auditifs, visuels ou proprioceptifs, par exemple) (33) (34) (35) et une évaluation de la
force de préhension (36) ainsi que de lactivité motrice (37) pourront étre menées en option. Elles seront
réalisées avant le début de I'étude et tous les 3 mois par la suite, jusqua 12 mois inclusivement, ainsi qu'a
la fin de I'étude (si celle-ci dure plus de 12 mois). On trouvera dans les références bibliographiques susmen-
tionnées une description plus détaillée des modes opératoires. Toutefois, d’autres modes opératoires que ceux
figurant dans ces références sont également utilisables.

Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d'induction d'effets immunotoxiques lors dessais anté-
rieurs de toxicité a doses répétées sur 28 etfou 90 jours, d'autres examens sur cet effet peuvent étre menés en
option a la fin de I'étude.

Poids corporel, prise d'aliments et d'eau, et efficacité alimentaire

Tous les animaux sont pesés au début du traitement, au moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres
semaines, puis au moins une fois par mois. La prise d’aliments et l'efficacité alimentaire sont aussi mesurées au
moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres semaines, puis au moins une fois par mois. Lorsque la
substance d’essai est administrée dans l'eau de boisson, la prise d’eau est aussi mesurée au moins une fois par
semaine pendant les 13 premiéres semaines, puis au moins une fois par mois. Il peut également étre utile de
mesurer la prise d'eau dans les études o celle- ci est modifiée.
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42. Dans les études faisant intervenir des rongeurs, des examens hématologiques sont effectués sur tous les animaux
d’expérience (10 males et 10 femelles par groupe) a 3, 6 et 12 mois, ainsi qua la fin de I'étude (si celle-ci dure
plus de 12 mois). Si des souris sont utilisées, il peut étre nécessaire de constituer des groupes satellites afin de
pouvoir effectuer tous les examens hématologiques requis (voir paragraphe 19). Dans les études faisant inter-
venir des non-rongeurs, les échantillons seront prélevés sur un plus petit nombre d’animaux (par exemple
4 animaux de chaque sexe par groupe dans les études chez le chien), a des stades intermédiaires et a la fin
de I'étude, de la méme maniere que chez les rongeurs. Il ne sera pas nécessaire d’effectuer des examens a 3 mois,
chez les rongeurs comme chez les autres animaux, si aucun effet sur les parameétres hématologiques n'a été
observé lors d'une étude antérieure menée sur 90 jours a des niveaux de doses comparables. Les échantillons de
sang sont prélevés en un point déterminé, par exemple par ponction cardiaque ou au niveau du sinus rétro-
orbitaire, sous anesthésie.

43. Les investigations portent sur les parametres suivants (38): numération leucocytaire totale et différentielle,
numération érythrocytaire et plaquettaire, concentration d’hémoglobine, hématocrite (volume cellulaire
sanguin apres centrifugation), volume corpusculaire moyen (VCM), hémoglobine corpusculaire moyenne
(HCM), concentration d’hémoglobine corpusculaire moyenne (CHCM), temps de prothrombine et temps de
thromboplastine partielle activée. D’autres parametres hématologiques tels que les corps de Heinz et autres
anomalies morphologiques érythrocytaires ou la méthémoglobine peuvent étre étudiés si nécessaire en fonction
de la toxicité de la substance d’essai. Dans I'ensemble, il convient d’adapter I'approche suivie a l'effet observé
et/ou attendu d’une substance d’'essai donnée. Si la substance d’essai exerce un effet sur le systeme hémato-
poiétique, des numérations réticulocytaires et une cytologie médullaire peuvent étre également indiquées mais
n'ont pas a étre pratiquées de maniére systématique.

44. Des analyses de biochimie clinique, visant a étudier les principaux effets toxiques sur les tissus, et en particulier
sur le rein et le foie, sont effectuées a partir d’échantillons de sang prélevés sur tous les animaux étudiés
(10 males et 10 femelles par groupe) a des intervalles de temps semblables & ceux spécifiés pour les
examens hématologiques. Si des souris sont utilisées, il peut étre nécessaire de constituer des groupes satellites
afin de pouvoir effectuer toutes les analyses de biochimie clinique nécessaires. Dans les études faisant intervenir
des non-rongeurs, les échantillons seront prélevés sur un plus petit nombre d’animaux (par exemple 4 animaux
de chaque sexe par groupe dans les études chez le chien), a des stades intermédiaires et a la fin de I'étude, de la
méme maniére que chez les rongeurs. Des examens a 3 mois, chez les rongeurs comme chez les autres
animaux, sont superflus si aucun effet sur les paramétres de biochimie clinique n’a été observé lors d'une
étude antérieure menée sur 90 jours a des niveaux de doses comparables. Il est recommandé de faire jeGner
les animaux (a l'exception des souris) pendant la nuit qui précéde la prise de sang (*). Les investigations portent
sur les parametres suivants (38): glucose, urée (azote uréique), créatinine, protéines totales, albumine, calcium,
sodium, potassium, cholestérol total, au moins deux enzymes révélatrices des effets hépatocellulaires (alanine
aminotransférase, aspartate aminotransférase, glutamate déshydrogénase, acides biliaires totaux) (39) et au moins
deux enzymes révélatrices des effets hépatobiliaires (phosphatase alcaline, gamma- glutamyl transférase, 5™
nucléotidase, bilirubine totale, acides biliaires totaux) (39). D’autres paramétres de chimie clinique, tels que
les triglycérides a jeun, des hormones spécifiques et la cholinestérase peuvent étre mesurés si nécessaire en
fonction de la toxicité de la substance d’essai. Dans I'ensemble, il convient d’adapter I'approche suivie a leffet
observé etfou attendu d’une substance d'essai donnée.

45. Des analyses d'urine sont effectuées a partir d’échantillons prélevés sur tous les animaux étudiés (10 males et
10 femelles par groupe) a des intervalles de temps semblables a ceux spécifiés pour les examens hématologiques
et de chimie clinique. Il ne sera pas nécessaire d'effectuer des dosages a 3 mois si les analyses d’urine pratiquées
dans le cadre d'une étude antérieure menée sur 90 jours a des niveaux de doses comparables n'ont révélé aucun
effet. La liste suivante de parametres a étudier fait partie d'une recommandation d’experts relative aux études de
pathologie clinique (38): aspect, volume, osmolalité ou poids spécifique, pH, protéines totales et glucose.
D’autres mesures, notamment la recherche de corps cétoniques, d’urobilinogéne, de bilirubine et de sang occulte,
peuvent aussi étre réalisées. L'étude d’autres parametres peut aussi s'avérer nécessaire pour élargir les recherches
sur leffet ou les effets observés.

46. On considére généralement que dans les études portant sur des chiens, il est nécessaire de déterminer les
variables hématologiques et de biochimie clinique de base avant le début du traitement, mais que ce n’est
pas indispensable dans les études portant sur des rongeurs (38). Toutefois, si 'on ne dispose pas de données
historiques de base appropriées (voir paragraphe 58), il convient d’envisager d’en obtenir.

PATHOLOGIE
Autopsie macroscopique

47. Tous les animaux de l'étude font normalement l'objet d'une autopsie macroscopique complete et détaillée,
comprenant un examen attentif de la surface externe du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités
cranienne, thoracique et abdominale et de leurs contenus. Toutefois, des dispositions peuvent aussi étre prises
(dans les groupes d’animaux sacrifiés en cours d'étude ou les groupes satellites) pour limiter ces observations a
des mesures essentielles spécifiques telles que la neurotoxicité ou I'immunotoxicité (voir paragraphe 21). Il n’est
pas nécessaire que ces animaux fassent I'objet d’une autopsie, ni des procédures ultérieures décrites dans les
paragraphes qui suivent. L'autopsie des animaux sentinelles pourra devoir étre effectuée au cas par cas, a la
discrétion du directeur de I'étude.

(*) Pour un certain nombre de dosages effectués sur le sérum ou le plasma, et plus particulierement pour le dosage du glucose, il est

préférable de faire jetiner les animaux durant la nuit qui précéde la prise de sang. En l'absence de jetine, la variabilité des résultats est en
effet plus grande, et risque de masquer des effets plus subtils ainsi que de rendre l'interprétation plus difficile. En revanche, le jetine peut
modifier le métabolisme général des animaux et, en particulier dans les études d'alimentation, perturber I'exposition quotidienne a la
substance d’essai. Tous les animaux sont évalués dans le méme état physiologique et il sera donc préférable de programmer les
évaluations détaillées ou neurologiques pour un autre jour que celui des prélevements de biochimie clinique.
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Il convient de déterminer le poids des organes de tous les animaux hormis ceux mentionnés dans la derniére
partie du paragraphe 47. Les glandes surrénales, le cerveau, les épididymes, le cceur, les reins, le foie, les ovaires,
la rate, les testicules, la thyroide (pesée apres fixation, avec les glandes parathyroides) et l'utérus de tous les
animaux (excepté ceux trouvés moribonds et/ou ayant été sacrifiés en cours d’étude) sont débarrassés, le cas
échéant, de tout tissu adhérent et pesés a I'état frais des que possible apres la dissection, pour prévenir la

dessiccation.

Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus approprié, a la fois pour le type de tissu et
pour l'examen histopathologique prévu (40) ('examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif):

toutes les lésions macroscopiques ganglions lymphatiques | (superficiels et profonds)

muscle squelettique rein aorte glande coagulante

nerf périphérique [sternum] [bulbe olfactif] glande de Harder

[voies respiratoires supé- | testicule cacum glande lacrymale (exorbi-

rieures dont nez, cornets tale)

et sinus paranasaux]

ceil (dont rétine) thymus cerveau (segments den- | glande mammaire (obliga-
céphale, de cervelet et de | toire pour les femelles et,
bulbe rachidien/pont) si visible a la dissection,

aussi pour les males)

cesophage thyroide coeur glande salivaire

ovaire trachée col utérin glande surrénale

pancréas [uretére] colon hypophyse

parathyroide [urétre] [dents] iléon

peau utérus (col inclus) duodénum jéjunum

poumon vagin épididyme [langue]

prostate vésicule biliaire (pour les | estomac (pré-estomac, (niveaux cervical, méso-

espéces autres que le rat)

moelle épiniére rate
vésicule séminale
estomac glandulaire)

thoracique et lombaire)

[fémur avec articulation]

segment de moelle
osseuse etfou moelle
osseuse fraichement
ponctionnée

rectum

vessie

foie

Dans le cas des organes allant par paires, par exemple les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
préservés. Les observations, notamment cliniques, peuvent amener a examiner d’autres tissus. Tous les organes
considérés comme des organes cibles potentiels du fait des propriétés connues de la substance d’essai sont aussi
conservés. Dans les études portant sur une administration par la voie cutanée, il y a lieu d’examiner les organes
figurant sur la liste établie pour la voie orale et de procéder a un prélevement et une conservation spécifiques de
la peau provenant du site d’application. Dans les études par inhalation, la liste des tissus des voies respiratoires
conservés et examinés est conforme aux recommandations des chapitres B.8 (9) et B.29 (10) de la présente
annexe. Pour les autres organes et tissus (outre les tissus des voies respiratoires spécifiquement conservés), il
convient d’examiner les organes de la liste établie pour la voie orale.

Histopathologie

Des informations sont disponibles sur les meilleures pratiques en mati¢re de conduite des études de pathologie
toxicologique (40). Au minimum, les examens devront porter sur les tissus suivants:

— tous les tissus prélevés dans le groupe a dose élevée et le groupe témoin,
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51.

52.

53.

54.

55.

— tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de I'étude,
— tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques,

— tissus des organes cibles, ou tissus présentant des altérations dues au traitement dans le groupe a dose élevée,
prélevés sur tous les animaux de tous les autres groupes de doses,

— dans le cas des organes allant par paires, comme les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
examinés.

OBSERVATIONS (PHASE DE CANCEROGENESE)

Un examen de la morbidité ou de la mortalité est effectué quotidiennement chez tous les animaux, générale-
ment en début et en fin de journée, fins de semaine et jours fériés compris. Une recherche de signes spécifiques
significatifs sur le plan toxicologique est aussi effectuée une fois par jour. Dans le cas d’une étude par gavage, les
animaux sont examinés immédiatement aprés I'administration de la dose. Une attention particuliere devra étre
accordée au développement de tumeurs, et le moment d’apparition, la localisation, les dimensions, 'aspect et la
progression de chaque tumeur nettement visible ou palpable sont consignés.

Tous les animaux sont pesés au début du traitement, au moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres
semaines, puis au moins une fois par mois. La prise d’aliments et I'efficacité alimentaire sont aussi mesurées au
moins une fois par semaine pendant les 13 premiéres semaines, puis au moins une fois par mois. Lorsque la
substance d’essai est administrée dans I'eau de boisson, la prise d’eau est aussi mesurée au moins une fois par
semaine pendant les 13 premiéres semaines, puis au moins une fois par mois. Il peut également étre utile de
mesurer la prise d’eau dans les études ot celle- ci est modifiée.

Hématologie, biochimie clinique et autres mesures

Afin d'obtenir le plus possible d'informations de I'étude, surtout en ce qui concerne le mode d’action de la
substance, il peut étre utile d’effectuer des prélévements sanguins afin de procéder a des analyses hématologiques
et de biochimie clinique, mais la décision concernant ces prélevements appartient au directeur de I'étude. Des
analyses d’urine peuvent étre aussi appropriées. Les données obtenues sur les animaux étudiés dans la phase de
toxicité chronique, normalement d’'une durée de 12 mois (voir paragraphe 34), renseignent sur ces parametres.
On trouvera des informations complémentaires sur l'intérét de tels prélevements pour une étude de cancéro-
genese dans le document d’orientation n°® 116 (7). Les éventuels prélévements sanguins sont a recueillir a la fin
de I'étude, juste avant ou pendant le sacrifice des animaux. Ils sont effectués en un point déterminé, par exemple
par ponction cardiaque ou au niveau du sinus rétro-orbital, sous anesthésie. Des étalements sanguins peuvent
aussi étre préparés en vue d’'un examen, notamment si la moelle osseuse semble étre I'organe cible, bien que
l'utilité d’un tel examen pour I'évaluation du potentiel cancérogenefoncogeéne pendant la phase de cancérogenese
ait été mise en question (38).

PATHOLOGIE
Autopsie macroscopique

Tous les animaux de I'étude a I'exception des sentinelles et autres animaux satellites (voir paragraphe 20), font
l'objet d’'une autopsie macroscopique compléte et détaillée, comprenant un examen attentif de la surface externe
du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités cranienne, thoracique et abdominale et de leurs contenus.
L'autopsie des sentinelles et autres animaux satellites peut étre effectuée au cas par cas, a la discrétion du
directeur de I'étude. La pesée des organes ne fait normalement pas partie d'une étude de cancérogenese car les
changements liés a 'age ou, dans des phases plus avancées, au développement de tumeurs rendent superflues les
données relatives au poids des organes. Ces données peuvent toutefois présenter un grand intérét pour les
évaluations fondées sur le poids de la preuve, notamment en ce qui concerne le mode d’action. Si ces données
font partie d'une étude satellite, elles sont collectées dans 'année suivant le début de I'étude.

Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus approprié, a la fois pour le type de tissu et
pour I'examen histopathologique prévu (40) (l'examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif):

toutes les lésions macro- | ganglions lymphatiques | (superficiels et profonds) | muscle squelettique
scopiques
rein aorte glande coagulante nerf périphérique
[sternum] [bulbe olfactif] glande de Harder [voies respiratoires supé-
rieures dont nez, cornets
et sinus paranasaux]
testicule cecum glande lacrymale (exor- | ceil (dont rétine)
bitale)
thymus cerveau (segments d’en- | glande mammaire (obli- | cesophage
céphale, de cervelet et de | gatoire pour les femelles
bulbe rachidien/pont) et, si visible a la dissec-
tion, aussi pour les
males)
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thyroide coeur glande salivaire ovaire
trachée col utérin glande surrénale pancréas
[uretére] colon hypophyse parathyroide
[urétre] [dents] iléon peau
utérus (col inclus) duodénum jéjunum poumon
vagin épididyme [langue] prostate
vésicule biliaire (pour les | estomac (pré-estomac, estomac glandulaire) (niveaux cervical, méso-
especes autres que le rat) | moelle épiniere rate thoracique et lombaire)
vésicule séminale
[fémur avec articulation] segment de moelle rectum vessie
osseuse etfou aspirat
frais
foie

Dans le cas des organes allant par paires, par exemple les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
préservés. Les observations, notamment cliniques, peuvent amener a examiner d’autres tissus. Tous les organes
considérés comme des organes cibles potentiels du fait des propriétés connues de la substance d’essai sont aussi
conservés. Dans les études portant sur une administration par la voie cutanée, il y a lieu d’examiner les organes
figurant sur la liste établie pour la voie orale et de procéder a un prélevement et une conservation spécifiques de
la peau provenant du site d’application. Dans les études par inhalation, la liste des tissus des voies respiratoires
conservés et examinés est conforme aux recommandations des chapitres B.8 (8) et B.29 (9) de la présente
annexe. Pour les autres organes et tissus (outre les tissus des voies respiratoires spécifiquement conservés), il
convient d’examiner les organes de la liste établie pour la voie orale.

Histopathologie

Des informations sont disponibles sur les meilleures pratiques en mati¢re de conduite des études de pathologie
toxicologique (40). Au minimum, les examens histopathologiques devront porter sur les tissus suivants:

— tous les tissus prélevés dans le groupe a dose élevée et le groupe témoin,

— tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de I'étude,

— tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques, notamment des tumeurs,

— lorsque des altérations histopathologiques dues au traitement sont observées dans le groupe a dose élevée,
ces mémes tissus sont examinés chez tous les animaux de tous les autres groupes de doses,

— dans le cas des organes allant par paires, comme les reins ou les glandes surrénales, les deux organes sont
examinés.

RESULTATS ET RAPPORT (CANCEROGENESE ET TOXICITE CHRONIQUE)
Résultats

Des données sont recueillies pour chaque animal sur tous les paramétres évalués. En outre, toutes les données
sont résumées sous forme de tableaux synoptiques indiquant, pour chaque groupe expérimental, le nombre
d’animaux au début de l'essai, le nombre d’animaux trouvés morts au cours de l'essai ou euthanasiés, le moment
de la mort ou du sacrifice, le nombre d’animaux présentant des signes de toxicité, la description des signes de
toxicité observés, ainsi que le moment de 'apparition, la durée et la gravité de tous les effets toxiques observés,
le nombre d’animaux présentant des 1ésions, les types de lésions et le pourcentage d’animaux présentant chaque
type de 1ésion. Les tableaux récapitulatifs présentent les moyennes et les écarts-types (pour les données recueil-
lies en continu) pour les animaux présentant des effets toxiques ou des lésions, ainsi qu'une cotation des 1ésions.



L 81/102 Journal officiel de 'Union européenne 19.3.2014

58. Les données de controle historiques peuvent faciliter l'interprétation des résultats de 'étude, par exemple lorsque
les données provenant des témoins concurrents semblent diverger de maniere significative de données récentes
obtenues sur des animaux témoins issus de la méme installation d'essai/colonie d’élevage. Si elles sont évaluées,
les données de controle historiques émanent du méme laboratoire, portent sur des animaux du méme age et de
la méme souche, produits dans les cinq ans précédant l'étude en question.

59. Si possible, les résultats numériques sont évalués a l'aide d’'une méthode statistique appropriée et largement
reconnue. Les méthodes statistiques et les données a analyser sont choisies au moment de la conception de
Iétude (paragraphe 9). Ce choix permet d'opérer des ajustements en fonction de la survie, si nécessaire.

60. Le rapport d’essai mentionne les informations suivantes:
Substance d’essai:
— ¢état physique, pureté et propriétés physico-chimiques,
— données d'identification,
— provenance de la substance,
— numéro de lot,
— certificat d’analyse chimique.
Véhicule (le cas échéant):
— justification du choix du véhicule (s'il est autre que l'eau).
Animaux d'expérience:
— especefsouche utilisée et justification du choix fait,
— nombre, age et sexe des animaux au début de l'essai,
— provenance, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc.,
— poids de chaque animal au début de T'essai.
Conditions expérimentales:
— justification de la voie d’administration et du choix des doses,
— le cas échéant, méthodes statistiques utilisées pour analyser les données,
— détails concernant la formulation de la substance d’essai ou son incorporation dans les aliments,
— données analytiques sur la concentration obtenue, la stabilité et 'homogénéité de la préparation,
— voie d’administration et détails concernant 'administration de la substance d’essai,
— pour les études par inhalation, mention de la voie d’entrée (nez seul ou corps entier),

— doses réelles (mg/kg de poids corporelfjour) et, le cas échéant, facteur de conversion en dose réelle de la
concentration de la substance d’essai (en mg/kg ou en ppm) dans les aliments ou l'eau de boisson,

— détails concernant la qualité de l'alimentation et de I'eau de boisson.
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Résultats (les résultats comprendront des données générales sous forme de tableaux synoptiques et des données propres a
chaque animal)

Résultats généraux:

— données sur la survie,

— poids corporel/variations du poids corporel,

— prise d’aliments, calculs de Tefficacité alimentaire, si effectués, et prise d'eau, le cas échéant,
— données toxicocinétiques (si disponibles),

— ophtalmoscopie (si disponible),

— hématologie (si disponible),

— chimie clinique (si disponible).

Résultats cliniques:

— signes de toxicité,

— incidence (et, si elle est évaluée, sévérité) de toute anomalie observée,

— nature, sévérité et durée des observations cliniques (transitoires ou permanentes).
Données relatives aux autopsies:

— poids corporel a lissue de I'essai,

— poids des organes et leur rapport au poids corporel, le cas échéant,

— résultats d’autopsie; incidence et sévérité des anomalies.

Histopathologie:

— observations d’effets histopathologiques non néoplasiques,

— observations d'effets histopathologiques néoplasiques,

— corrélation entre les observations macroscopiques et microscopiques,

— description détaillée de tous les résultats histopathologiques liés au traitement et échelle d'évaluation de la
sévérité,

— apport sur l'analyse éventuelle des lames par des pairs.
Traitement statistique des résultats, le cas échéant

Discussion des résultats, notamment:

— examen de toutes les approches de modélisation,

— relations dose-réponse,

— données de controle historiques,



L 81/104

Journal officiel de 'Union européenne

19.3.2014

— examen de toutes les informations concernant le mode d’action,
— détermination des DR, DSENO et DMENO (dose minimale avec effet nocif observé),
— applicabilité des résultats a I'étre humain.
Conclusions
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Appendice 1

DEFINITION

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis A un essai réalisé suivant la présente méthode d'essai.»

7) le chapitre B.36 est remplacé par le texte suivant:

«B.36. TOXICOCINﬁTIQUE

INTRODUCTION

La présente méthode d’essai est équivalente  la ligne directrice 417 (2010) de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques. Les études portant sur la toxicocinétique d'une substance chimique d’essai ont pour objet de fournir
des informations adéquates sur I'absorption, la distribution, la biotransformation (c’est-a-dire le métabolisme) et
l'excrétion de cette substance, de faciliter I'établissement d'une relation entre la concentration ou la dose et la
toxicité observée, et d’aider @ comprendre le mécanisme de toxicité. La toxicocinétique peut aider & comprendre
les études de toxicologie en démontrant que I'exposition des animaux d’expérience a la substance d’essai est de
nature systémique, et en révélant quels sont les éléments circulants (substance meére/métabolites). Les principaux
parameétres toxicocinétiques tirés de ces études fourniront également des renseignements sur le potentiel d’ac-
cumulation de la substance d'essai dans les tissus etfou organes, et sur le risque d'induction d'une biotrans-
formation sous leffet d'une exposition a cette substance.

Les données toxicocinétiques peuvent aider a évaluer 'adéquation et la pertinence des données de toxicité
animale, a des fins d'extrapolation des dangers pour 'homme etfou dévaluation des risques. De plus, les
études de toxicocinétique peuvent apporter des informations utiles pour déterminer les doses a utiliser dans
les études de toxicité (cinétique linéaire vs non linéaire), et les effets liés a la voie d’administration, la biodis-
ponibilité et autres aspects relatifs a la conception de I'étude. Certains types de données toxicocinétiques peuvent
servir a élaborer des modeles toxicocinétiques & base physiologique (TCBP).

Les données sur la toxicocinétique et le métabolisme présentent de lintérét a plusieurs titres. Elles peuvent
notamment indiquer les toxicités et modes d’action éventuels, ainsi que leur relation aux doses et a la voie
d’exposition. En outre, les données sur le métabolisme peuvent apporter des informations utiles pour évaluer
limportance, sur le plan toxicologique, de T'exposition a des métabolites exogeénes de la substance d'essai.

Des données toxicocinétiques adéquates aideront a confirmer lacceptabilité et T'applicabilité des méthodes
fondées sur les relations quantitatives structure-activité, les prévisions a partir de données croisées sur de subs-
tances analogues ou le regroupement des substances pour évaluer la sécurité des substances chimiques. Les
données de cinétique peuvent aussi servir a évaluer la pertinence toxicologique d'autres études (par exemple in
vivo/in vitro).

Sauf mention contraire (voir en particulier les paragraphes 74 a 78), la présente méthode d'essai suppose
'administration orale de la substance d’essai.

REMARQUES PRELIMINAIRES

Les régimes réglementaires ont des exigences et des besoins différents quant aux effets et paramétres toxicoci-
nétiques & mesurer pour différentes classes de produits chimiques (par exemple pesticides, biocides, produits
industriels). Contrairement a la plupart des autres, la présente méthode d’essai décrit des essais de toxicocinétique
impliquant des mesures et des effets observés multiples. A Tavenir, plusieurs nouvelles méthodes d'essai et/ou
document(s) d’orientation pourraient étre élaborés pour décrire séparément et plus en détail chaque effet mesuré.
Dans le cas de la présente méthode d’essai, ce sont les exigences etfou besoins de chaque dispositif réglementaire
qui déterminent les essais ou I'évaluation a mettre en ceuvre.

De nombreuses études peuvent étre réalisées pour évaluer a des fins réglementaires le comportement toxicoci-
nétique d’une substance d’essai. Néanmoins, en fonction des besoins ou des situations réglementaires particu-
lieres, toutes ces études ne sont pas nécessaires a I'évaluation d'un produit. Dans la conduite des études de
toxicocinétique, il faut faire preuve de souplesse et prendre en considération les caractéristiques de la substance
d’essai. Dans certains cas, I'étude d’'une série précise de questions peut suffire a cerner les dangers et les risques
associés a la substance d’essai. Parfois, les données toxicocinétiques peuvent étre collectées dans le cadre d’une
évaluation relevant d’autres études toxicologiques. Dans d’autres cas, il peut étre nécessaire de réaliser des études
de toxicocinétique supplémentaires et/ou plus approfondies, si la réglementation en vigueur I'exige et/ou lorsque
I'évaluation de la substance d’essai souleve de nouvelles interrogations.

Avant de lancer une étude, et pour en améliorer la qualité et éviter une utilisation non nécessaire d’animaux, le
laboratoire d’essai prend en compte toutes les informations disponibles sur la substance d'essai et sur ses
métabolites et analogues pertinents. Parmi ces informations pourront figurer des données obtenues grace a
d’autres méthodes d'essai appropriées (études in vivo, in vitro, etfou évaluations in silico). Les propriétés
physico-chimiques, comme le coefficient de partage octanol-eau (log Pop), le pKa, I'hydrosolubilité, la pression
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de vapeur et le poids moléculaire d'un produit chimique, peuvent étre utiles pour planifier 'étude et interpréter
ses résultats. Les méthodes décrites a cet effet dans les différentes méthodes d’essai permettront de les déterminer

LIMITATIONS

La présente méthode d'essai ne vise pas les cas particuliers, comme les femelles gravides ou en lactation et leur
progéniture, ni I'évaluation de la présence éventuelle de résidus chez des animaux exposés servant a lalimen-
tation. Néanmoins, les données obtenues a l'issue d’'une étude menée selon la méthode B.36 peuvent fournir des
informations susceptibles d’orienter la conception d’études spécifiques sur ces sujets. La présente méthode d'essai
n'est pas destinée aux essais de nanomatériaux. L'examen préliminaire des Lignes directrices de TOCDE pour les
essais de produits chimiques en vue d'évaluer leur applicabilité aux nanomatériaux indique en effet que la ligne
directrice 417 (équivalente a la présente méthode d’essai) peut ne pas s'appliquer a ces derniers (1).

DEFINITIONS

Les définitions utilisées aux fins de la présente méthode d'essai figurent en appendice.

CONSIDERATIONS RELATIVES AU BIEN-ETRE DES ANIMAUX

On trouvera dans le document d’orientation de 'OCDE n°®19 (2) des indications concernant le traitement
éthiquement acceptable des animaux. La consultation de ce document est recommandée pour toutes les
études in vivo et in vitro décrites dans la présente méthode d'essai.

DESCRIPTION DES METHODES
Etudes pilotes

Pour le choix des parametres expérimentaux s'appliquant aux études de toxicocinétique (par exemple métabo-
lisme, bilan massique, protocoles analytiques, dosage, exhalation de CO,, etc.), il est recommandé et conseillé de
recourir a des études pilotes. La caractérisation de ces parametres ne nécessite pas systématiquement I'emploi de
substances radiomarquées.

Sélection des animaux
Especes

Les especes (et souches) animales utilisées pour les essais de toxicocinétique sont de préférence les mémes que
celles employées dans d’autres études toxicologiques réalisées avec la substance d’essai concernée. C'est norma-
lement le rat qui est retenu, puisque les études toxicologiques l'utilisent massivement. Le recours a dautres
especes, a la place ou en complément, est 1égitime si des études toxicologiques majeures indiquent des effets
toxiques significatifs sur ces espéces, ou s'il est démontré que le comportement de ces derniéres en termes de
toxicité[toxicocinétique est plus pertinent pour 'homme. Il conviendra de justifier le choix de I'espéce animale et
de la souche.

Sauf mention contraire, la présente méthode d'essai suppose le rat comme espéce d’essai. Certains aspects de
cette méthode d’essai pourraient devoir étre modifiés en cas de recours a une autre espéce.

Age et souche

Il convient d’employer de jeunes animaux adultes en bonne santé, 4gés normalement de 6 a 12 semaines au
moment de 'administration de la dose (voir également les paragraphes 13 et 14). L'utilisation d’animaux autres
que des jeunes adultes fait I'objet de justification. Tous les animaux ont a peu prés le méme age au début de
étude. Les écarts de poids entre individus ne dépassent pas * 20 % du poids moyen du groupe d'essai.
Idéalement, la souche utilisée est la méme que celle employée pour constituer la base de données toxicologiques
concernant la substance d’essai.

Nombre et sexe des animaux

Pour chaque dose testée, au minimum quatre animaux de méme sexe sont utilisés. Il convient de justifier le sexe
des animaux employés. L'utilisation d’animaux des deux sexes (quatre males et quatre femelles) est envisagée s'il
existe des éléments attestant de différences de toxicité notables en fonction du sexe.

Conditions d’hébergement et d’alimentation

Les animaux sont en général placés dans des cages individuelles pendant la période d’essai. L'encagement collectif
se justifie dans des circonstances particulieres. L'éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumiére et
12 heures d’obscurité. La température de l'animalerie d’expérience est de 22 °C ( 3 °C) et I'humidité relative
de 30 a 70 %. Lalimentation pourra comporter une nourriture classique de laboratoire et de l'eau a satiété.
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Substance d’essai

18. Une substance d’essai radiomarquée au 'C est utilisée pour tous les aspects de I'étude concernant le bilan
massique et l'identification des métabolites; néanmoins, s'il peut étre démontré:

— quiil est possible d’évaluer correctement le bilan massique et de procéder a I'identification des métabolites a
l'aide d’'une substance d'essai non marquée, et

— que la spécificité et la sensibilité analytiques de la méthode utilisant une substance d’essai non radioactive
sont égales ou supérieures a celles quon obtiendrait avec une substance radiomarquée,

alors il n'est pas nécessaire de recourir a une substance d’essai radiomarquée. Par ailleurs, d'autres isotopes
radioactifs et stables peuvent étre employés, en particulier si I'élément en question cause la toxicité ou fait partie
de la portion toxique de la substance d’essai. Si possible, le marqueur radioactif se situe dans une portion centrale
métaboliquement stable (c’est-a-dire qui n'est pas échangeable, n'est pas éliminée par métabolisme sous forme de
CO,, et n'est pas incorporée dans I'ensemble des radicaux monocarbonés de l'organisme) de la molécule. Le
marquage de sites multiples ou de régions spécifiques de la molécule peut étre nécessaire pour suivre le devenir
métabolique de la substance d’essai.

19. Les substances d'essai radiomarquées et non radiomarquées sont analysées a l'aide de méthodes appropriées
permettant d’établir leur pureté et leur identité. La radiopureté de la substance d’essai radioactive est la meilleure
qu'on puisse obtenir pour une substance donnée (dans I'idéal, elle est supérieure a 95 %) et un effort raisonnable
est fourni pour identifier les impuretés présentes a hauteur de 2 % ou plus. La pureté ainsi que I'identité et la
proportion des éventuelles impuretés identifiées sont incluses dans le rapport d’essai. Certains programmes
réglementaires peuvent choisir de fournir des orientations supplémentaires pour aider a définir et a spécifier
les substances d’'essai composées de mélanges, ainsi que les méthodes de détermination de la pureté.

Choix des doses
Ftude pilote

20. Le plus souvent, une dose orale unique suffit pour I'étude pilote. La dose est non toxique, mais suffisamment
élevée pour permettre l'identification des métabolites dans les excréta (et, le cas échéant, dans le plasma), ainsi
que pour remplir I'objectif assigné a I'étude pilote au paragraphe 12 de la présente méthode d’essai.

Etudes principales

21. Pour les études principales, il est préférable d’administrer un minimum de deux doses, car les informations
réunies a partir d’au moins deux groupes de dose peuvent faciliter la détermination des doses pour dautres
études de toxicité, ainsi que I'évaluation de la relation dose-effet d'essais de toxicité déja disponibles.

22. Lorsque deux doses sont administrées, elles sont toutes deux suffisamment élevées pour permettre l'identification
des métabolites dans les excréta (et, le cas échéant, dans le plasma). Les informations tirées des études de toxicité
disponibles sont prises en compte pour le dosage. Si I'on ne dispose pas d'informations (provenant, par exemple,
d’études de toxicité orale aigué indiquant des signes cliniques de toxicité, ou d’études de toxicité par doses
répétées), on peut envisager pour la dose la plus élevée une valeur inférieure a l'estimation de la DLs, (voies orale
et cutanée) ou de la CLs, (voie par inhalation), ou inférieure a la valeur basse de la plage des estimations de
toxicité aigué. La dose la plus faible correspondra & une fraction de la dose la plus élevée.

23. Si un seul dosage est utilisé, la dose est idéalement suffisamment élevée pour permettre lidentification des
métabolites dans les excréta (et, le cas échéant, dans le plasma), sans pour autant produire de toxicité apparente.
Il convient de justifier la décision de ne pas inclure un second niveau de dose.

24. Silon a besoin de déterminer l'effet de la dose sur les processus cinétiques, deux doses peuvent ne pas suffire et
il convient quau moins une dose soit assez élevée pour saturer ces processus. Si l'aire sous la courbe des
concentrations plasmatiques en fonction du temps [area under the plasma concentration- time curve] (AUC) ne varie
pas de facon linéaire entre deux niveaux de dose utilisés dans I'‘étude principale, on peut en déduire que la
saturation d’'un ou de plusieurs des processus cinétiques s'opere quelque part entre ces deux niveaux de dose.

25. Pour les substances d'essai faiblement toxiques, il convient d'employer une dose maximale de 1 000 mg/kg de
poids corporel (voies orale et cutanée) — si 'administration se fait par inhalation, se référer au chapitre B.2 de la
présente annexe; généralement la dose n'excédera pas 2 mg/l. Des considérations spécifiques au produit peuvent
rendre nécessaire une dose supérieure, en fonction des besoins réglementaires. Le choix des doses fait toujours
l'objet d'une justification.
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Les données relatives & la toxicocinétique ou a la distribution tissulaire fondées sur une dose unique peuvent
convenir pour déterminer le potentiel d'accumulation etfou de persistance. Néanmoins, dans certaines circons-
tances, l'administration de doses répétées peut étre nécessaire i) pour mieux évaluer le potentiel d’accumulation
etfou de persistance, ou I'évolution des paramétres toxicocinétiques (par exemple induction et inhibition enzy-
matiques), ou i) pour répondre aux exigences du dispositif réglementaire en vigueur. Dans les études a doses
répétées, si 'administration de doses faibles suffit généralement, il peut parfois s'avérer nécessaire d’administrer
des doses élevées (voir également le paragraphe 57).

Administration de la substance d’essai

La substance d'essai est dissoute ou mise en suspension homogeéne dans le méme véhicule que celui employé
pour les autres études de toxicité par gavage oral réalisées avec la substance d'essai, si des informations sont
disponibles a ce sujet. Le choix du véhicule fait I'objet d’une justification. Le choix du véhicule et le volume de
dosage sont pris en compte lors de la conception de I'étude. La méthode d’administration classique est le gavage;
néanmoins, 'administration de la substance dans une capsule de gélatine ou mélangée a la nourriture peut étre
avantageuse dans certaines situations (dans les deux cas, le choix fait T'objet d'une justification). 11 convient en
outre de vérifier la dose effectivement administrée a chaque animal.

Le volume maximal de liquide & administrer par gavage oral en une seule fois dépend de la taille des animaux
d’expérience, du type de véhicule de dosage, et de la suppression ou du maintien de la nourriture avant
'administration de la substance d’essai. La décision de maintenir ou de restreindre I'alimentation avant I'adminis-
tration de la dose fait I'objet d’une justification. Normalement, le volume est aussi faible que possible, que le
véhicule employé soit aqueux ou non. Pour les rongeurs, le volume de dose ne dépasse pas normalement
10 ml/kg de poids corporel. Dans le cas de substances d’essai plus lipophiles, les volumes de véhicule utilisés
peuvent étre de 4 mlfkg de poids corporel ou plus. En cas de doses répétées, si le jetine quotidien est contre-
indiqué, il faut envisager des volumes de dose plus faibles (par exemple de 2 a 4 ml/kg de poids corporel). Si
possible, l'utilisation de volumes de dose en accord avec ceux utilisés pour la substance d’essai dans des études
orales par gavage est envisagée.

L'administration de la substance d’essai en intraveineuse (IV) et sa mesure dans le sang et/ou les excréta peuvent
servir a déterminer la biodisponibilité ou l'absorption orale relative. Pour ce type d’étude, une dose unique de la
substance d’essai (généralement équivalente, mais non supérieure, a la dose orale la plus faible — voir “Choix des
doses”) est administrée a l'aide d’un véhicule approprié. Cette dose est administrée dans un volume idoine (par
exemple 1 ml/kg de poids corporel) et au site choisi, a au moins quatre animaux du sexe approprié (des animaux
des deux sexes peuvent étre employés s'il y a lieu, voir paragraphe 16). L'administration intraveineuse de la
substance d’essai suppose de préparer une dose intégralement dissoute ou mise en suspension. On fera en sorte
que le véhicule choisi pour cette administration n'interfére pas avec le flux sanguin ou l'intégrité des cellules
sanguines. Si la substance d'essai est perfusée, la vitesse de perfusion est consignée et normalisée pour tous les
animaux, a condition qu'une pompe a perfusion soit utilisée. Il convient de recourir a l'anesthésie en cas de
canulation de la veine jugulaire (pour administrer la substance d’essai et/ou faire un prélévement sanguin) ou si
l'on utilise l'artére fémorale pour 'administration. Le type d’anesthésie est marement réfléchi, car il peut avoir des
conséquences toxicocinétiques. Les animaux doivent pouvoir se rétablir avant que la substance d'essai et le
véhicule leur soient injectés.

D’autres voies d’administration, comme la voie cutanée et linhalation (voir paragraphes 74 a 78) peuvent
également convenir pour certaines substances dessai, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques et
des conditions dutilisation ou de la voie d’exposition humaine prévisibles.

Mesures
Bilan massique

Le bilan massique est déterminé par la somme du pourcentage de la dose (radioactive) administrée excrétés dans
T'urine, les feces et l'air expiré, et du pourcentage présent dans les tissus, la carcasse résiduelle, et le liquide de
lavage de la cage (voir paragraphe 46). En général, une récupération totale de plus de 90 % de la substance
d’essai (radioactivité) administrée est considérée comme satisfaisante.

Absorption

Une estimation initiale de 'absorption peut étre réalisée en excluant du bilan massique le pourcentage de la dose
retrouvé dans le tractus gastro-intestinal et/ou dans les feces. Pour le calcul du pourcentage d’absorption, voir le
paragraphe 33. Pour l'analyse des excréta, voir les paragraphes 44 a 49. Si limportance exacte de l'absorption
faisant suite a 'administration d'une dose orale ne peut étre établie a partir des études de bilan massique (par
exemple, lorsque plus de 20 % de la dose administrée est présente dans les féces), des explorations plus poussées
peuvent étre nécessaires. Elles peuvent comprendre soit 1) I'administration orale de la substance d'essai et la
mesure de sa présence dans la bile, soit 2) l'administration orale et intraveineuse de la substance d’essai, et la
mesure de la quantité nette de substance présente dans l'urine, plus dans l'air expiré, plus dans la carcasse pour
chacune de ces deux voies. Dans les deux cas, la mesure de la radioactivité est utilisée comme méthode de
substitution a l'analyse spécifique de la substance d’essai et de ses métabolites.

Pour étudier l'excrétion biliaire, on administre généralement la substance d'essai par voie orale. Dans ce type
d’étude, les voies biliaires d'au moins quatre animaux du sexe approprié (ou des deux sexes le cas échéant) sont
canulées et une dose unique de la substance d'essai est administrée. Aprés l'administration, il convient de
surveiller aussi longtemps que nécessaire 'excrétion de radioactivité/substance d’essai dans la bile, afin d’estimer
le pourcentage de la dose administrée excrété par cette voie, ce qui peut ensuite servir & calculer I'ampleur de
l'absorption orale, de la maniére suivante:
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Pourcentage d’absorption = (quantités présentes dans la bile + l'urine + l'air expiré + la carcasse hors tractus
gastro-intestinal)/quantité administrée x 100

Pour certaines classes de substances d’essai, une sécrétion directe de la dose absorbée peut avoir lieu au travers
des membranes intestinales. Dans ce cas, la mesure du pourcentage de la dose présent dans les feces apres
administration orale chez un rat aux voies biliaires canulées n'est pas jugée représentative de la dose non
absorbée. 1l est recommandé, si on prévoit une sécrétion intestinale, de calculer le pourcentage de la dose
absorbé en estimant l'absorption par comparaison de I'excrétion aprés administration par voie orale et par
voie intraveineuse (rat intact ou a voies biliaires canulées) (voir paragraphe 35). Il est également conseillé,
quand la quantification de la sécrétion intestinale est jugée nécessaire, de mesurer I'excrétion chez le rat a
voies biliaires canulées aprés administration intraveineuse de la dose.

Biodisponibilité

Il est possible de déterminer la biodisponibilité a partir de la cinétique plasmatique/sanguine des groupes oraux et
IV, comme décrit aux paragraphes 50 a 52, par une analyse spécifique de la substance d'essai et/ou de son (ses)
métabolite(s) pertinent(s), c’est-a-dire sans qu'il soit besoin de recourir a une substance d’essai radiomarquée. Le
calcul de la biodisponibilité (F) de la substance d'essai ou de son (ses) métabolite(s) pertinents s'effectue alors
comme suit:

F = (AUC.p/AUCy) % (Dosejy/Dosecyy)

ol AUC est Taire sous la courbe des concentrations plasmatiques en fonction du temps et exp la voie d’adminis-
tration (orale, cutanée ou par inhalation).

Afin d'évaluer les risques liés aux effets systémiques, on préfere généralement utiliser la biodisponibilité du
composant toxique plutdt que le pourcentage d’absorption pour comparer les concentrations systémiques
provenant d’études animales avec des données analogues de surveillance biologique tirées d’études sur 'exposi-
tion des travailleurs. La situation peut se complexifier si les doses se situent dans la plage non linéaire, aussi
importe-t-il que I'étude de toxicocinétique détermine des doses dans la plage linéaire.

Distribution tissulaire

Connaitre la distribution tissulaire d'une substance d'essai et/ou de ses métabolites est important pour identifier
les tissus cibles, comprendre les mécanismes de toxicité a I'ceuvre et obtenir des informations sur le potentiel
d’accumulation et de persistance de la substance d’essai et de ses métabolites. Le pourcentage de dose (radioac-
tive) totale dans les tissus et dans la carcasse résiduelle est mesuré au minimum a la fin de I'étude d’excrétion (par
exemple normalement 7 jours aprés le dosage ou moins en fonction du comportement spécifique de la sub-
stance d’essai). Lorsque aucune substance d’essai n'est détectée dans les tissus a la fin de I'étude (par exemple
parce que la substance peut avoir été éliminée avant la fin de I'étude en raison d’'une courte demi-vie), il convient
de prendre soin de ne pas mal interpréter les données. Dans ce type de situation, la distribution tissulaire est
examinée au moment du pic de concentration plasmatique/sanguine (T,,,,) ou au maximum du taux d’excrétion
urinaire de la substance d'essai (etfou de ses métabolites) selon le cas, (voir paragraphe 38). De plus, il se peut
que la collecte de tissues a d’autres moments soit nécessaire pour évaluer la variation de la distribution en
fonction du temps (il y a lieu), pour aider a établir le bilan massique, et/ou si une autorité compétente I'exige.
Parmi les tissus a prélever figurent le foie, la graisse, le tractus gastro-intestinal, le rein, la rate, le sang total, la
carcasse résiduelle, les tissus des organes cibles et tout autre tissu potentiellement intéressant pour l'évaluation
toxicologique de la substance d’essai, par exemple thyroide, hématies, organes reproducteurs, peau, ceil (en
particulier pour les animaux pigmentés). On envisagera d’analyser un plus large éventail de tissus aux mémes
moments afin d’optimiser l'utilisation des animaux et si des études de toxicité chronique ou subchronique
mettent en évidence une toxicité pour certains organes cibles. Il convient également de consigner la concen-
tration du résidu (radioactif) et les ratios tissu-plasma (sanguin).

I est possible que I'évaluation de la distribution tissulaire & d’autres moments, tels quaux moments du pic de
concentration plasmatique/sanguine (par exemple T,,,,) ou au maximum du taux d’excrétion urinaire, obtenue a
partir des études de cinétique plasmatique/sanguine ou d’excrétion respectivement, soit aussi nécessaire ou exigée
par une autorité compétente. Cette information peut étre utile pour comprendre la toxicité et le potentiel
d’accumulation et de persistance de la substance d’essai et des métabolites. Le choix des éléments a prélever
fait I'objet d’une justification; les prélevements destinés a étre analysés sont généralement les mémes que ceux
énumérés au paragraphe 37.

Pour les études sur la distribution tissulaire, il est possible de quantifier la radioactivité en procédant a la
dissection, 'homogénéisation, la combustion etfou la solubilisation des organes, puis a un comptage par
scintillation liquide des résidus piégés. Certaines techniques, actuellement a différents stades de développement,
notamment l'autoradiographie quantitative du corps entier et l'autoradiographie microscopique des récepteurs,
peuvent s'avérer utiles pour déterminer la distribution d’'une substance d’essai dans les organes etfou les tissus (3)

(4)-

Pour les voies d’administration autres que la voie orale, on préléve et analyse des tissus spécifiques, comme les
poumons dans les études par inhalation ou la peau dans les études par voie cutanée. Voir les paragraphes 74
a78.
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Meétabolisme

On recueille les excréta (et, le cas échéant, le plasma) afin d’identifier et de quantifier la substance d’essai et ses
métabolites, non modifiés, selon la méthode indiquée aux paragraphes 44 a 49. Il est acceptable de regrouper les
excréta pour faciliter I'identification des métabolites au sein d’un groupe de dose donné. Il est recommandé
d’établir le profil des métabolites a chaque période de I'étude. Néanmoins, si I'absence d’échantillons ou de
radioactivité empéche de le faire, il est acceptable de regrouper l'urine et les féces recueillies a différents
moments, mais provenant uniquement d’animaux du méme sexe ayant recu la méme dose. Des méthodes
qualitatives et quantitatives appropriées sont mises en ceuvre pour étudier l'urine, les féces et la radioactivité
expirée par les animaux traités, ainsi que la bile, le cas échéant.

Un effort raisonnable est fait pour identifier tous les métabolites présents a hauteur de 5 % ou plus de la dose
administrée et pour fournir un schéma métabolique de la substance d’essai. Il convient d'identifier les substances
d'essai ayant été caractérisées, dans les excréta, comme comprenant 5% ou plus de la dose administrée.
L'identification équivaut a la détermination exacte de la structure des composants. Habituellement, I'identification
est réalisée en soumettant simultanément a une chromatographie le métabolite et des étalons connus, en utilisant
deux systeémes différents, ou grace a des techniques & méme de fournir une identification structurale positive, par
exemple spectrométrie de masse, résonance magnétique nucléaire (RMN), etc. Dans le cas d'une co-chromato-
graphie, il faut éviter d'utiliser des techniques chromatographiques employant la méme phase stationnaire avec
deux systémes de solvants différents pour vérifier I'identité de métabolites, car alors les méthodes ne sont pas
indépendantes. Lidentification par co-chromatographie fait usage de deux systémes dissemblables, analytique-
ment indépendants, par exemple une chromatographie sur couche mince (CCM) & phase inversée et une CCM a
phase normale, ou une CCM et une chromatographie liquide & haute performance (CLHP). Du moment que la
qualité de la séparation chromatographique est acceptable, aucune confirmation supplémentaire par spectro-
scopie n'est demandée. Les méthodes qui apportent des informations structurales, telles que la chromatographie
gazeuse[spectrométrie de masse (CG-SM), la chromatographie liquide/spectrométrie de masse (CL-SM), ou la
chromatographie liquide/spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM) et la spectrométric par RMN,
peuvent également fournir une identification non ambigué.

Sil est impossible d'identifier les métabolites présents a hauteur de 5 % ou plus de la dose administrée, il
convient de le justifier ou de T'expliquer dans le rapport final. 11 peut étre avisé didentifier les métabolites
représentant moins de 5% de la dose administrée, afin de mieux comprendre la voie métabolique en vue
d'évaluer les dangers et/ou les risques liés a la substance d’essai. Une confirmation de la structure de ces
métabolites est autant que possible fournie. Pour cela, il pourra étre nécessaire d'établir leur profil dans le
plasma, le sang ou d’autres tissus.

Excrétion

Le taux et 'importance de l'excrétion de la dose administrée sont déterminés par la mesure du pourcentage de la
dose (radioactive) retrouvé dans l'urine, les feces et l'air expiré. Ces données aideront également a établir le bilan
massique. Les quantités de substance d’essai (radioactivité) éliminées dans l'urine, les feces et lair expiré sont
évaluées a des intervalles de temps appropriés (voir les paragraphes 47 a 49). Les expériences a doses répétées
sont congues de maniére a permettre d’obtenir des données sur l'excrétion, afin de remplir les objectifs définis au
paragraphe 26. On pourra ainsi effectuer des comparaisons avec les expériences a dose unique.

Si une étude pilote montre que la substance d'essai (radioactivité) n'est pas excrétée en quantités significatives
(voir paragraphe 49) dans lair expiré, il ne sera pas nécessaire de collecter celui-ci dans le cadre de I'étude
définitive.

Chaque animal est placé, pour la collecte des excréta (urine, feces et air expiré), dans une unité individuelle
détude du métabolisme. A la fin de chaque période de collecte (voir paragraphes 47 a 49), ces unités sont
rincées a l'aide d’'un solvant approprié (lavage de la cage) pour assurer une récupération maximale de la substance
d'essai (radioactivité). La collecte des excréta s'acheéve au bout de 7 jours, ou aprés récupération, avant ce délai,
d’au moins 90 % de la dose administrée.

La quantité totale de substance d’essai (radioactivité) dans l'urine est déterminée & deux moments au moins de la
premiére journée de collecte, dont une fois 24 h aprés l'administration de la dose, puis quotidiennement jusqu'a
la fin de I'étude. Il est recommandé de retenir plus de deux points d’échantillonnage pendant la premiére journée
(par exemple, 6 h, 12 h et 24 h apres 'administration de la dose). Les résultats des études pilotes sont analysés
afin d’obtenir des informations sur les moments de collecte alternatifs ou supplémentaires & mettre en ceuvre. Le
calendrier de collecte fait I'objet d’une justification.

La quantité totale de substance d’essai (radioactivité) dans les feces est déterminée quotidiennement, 24 h apres
l'administration de la dose et jusqua la fin de I'étude, sauf si les études pilotes suggerent d'effectuer des
prélevements plus fréquents ou a d’autres moments. Dans ce cas, une justification est fournie.

La collecte du CO, expiré et d'autres produits volatils peut étre interrompue dans une étude donnée quand on
retrouve moins de 1 % de la dose administrée dans l'air exhalé pendant 24 h de collecte.
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Etudes en fonction du temps
Cinétique sanguine/plasmatique

Ces études visent a estimer les principaux parametres toxicocinétiques [par exemple Cpnyy, Trnge demi-vie (),
AUC] concernant la substance d’essai. Elles peuvent se mener a dose unique, mais impliquent généralement deux
doses ou plus. Le dosage est a définir en fonction de la nature de I'expérience et/ou de la question étudiée. Des
données cinétiques peuvent étre nécessaires pour résoudre des questions comme la biodisponibilité de la sub-
stance dessai etfou déterminer leffet de la dose sur I'élimination (c’est-a-dire pour établir si la saturation de

I'élimination dépend ou non de la dose).

Pour ce type d’étude, il convient d'utiliser au moins quatre animaux du méme sexe par groupe de dose. Le choix
du sexe des animaux employés fait I'objet d'une justification. L'utilisation d’animaux des deux sexes (quatre males
et quatre femelles) est envisagée s'il existe des éléments attestant de différences de toxicité notables en fonction
du sexe.

Apres 'administration de la substance d’essai (radiomarquée), il convient de prélever des échantillons de sang sur
chaque animal, a des moments et selon une méthode appropriés. Le volume et le nombre des échantillons
sanguins prélevés par animal sont susceptibles d’étre limités par les effets éventuels de prélevements répétés sur
la santé/la physiologie des animaux etfou par la sensibilité de la méthode analytique. Les échantillons seront
analysés séparément pour chaque animal. Dans certaines circonstances (par exemple caractérisation des méta-
bolites), il peut étre nécessaire de regrouper les échantillons prélevés sur plusieurs animaux. Ces échantillons
regroupés sont clairement identifiés, et le regroupement fait I'objet d'une explication. Si une substance dessai
radiomarquée est utilisée, il peut y avoir lieu d’analyser la radioactivité totale. Dans ce cas, I'analyse est effectuée
dans le sang total et le plasma, ou dans le plasma et les globules rouges, pour permettre de calculer le rapport
sang/plasma. Dans d'autres circonstances, il peut étre nécessaire de procéder a une étude plus approfondie
requérant l'identification du composé parent etfou de ses métabolites, ou d'évaluer la fixation aux protéines.

Autres études de cinétique tissulaire

Ces études ont pour objet d’obtenir des informations sur I'évolution dans le temps afin de répondre a des
questions liées notamment au mode d’action toxique, a la bioaccumulation et a la biopersistance en déterminant
la concentration de la substance d'essai dans différents tissus. Le choix des tissus et le nombre de points
temporels évalués dépendront de Taspect étudié et de la base de données toxicologiques disponible sur la
substance d’essai. Pour concevoir ces études de cinétique tissulaire complémentaires, il convient de tenir
compte des informations recueillies décrites aux paragraphes 37 a 40. Ces études peuvent nécessiter un
dosage unique ou un dosage répété. La méthode retenue fait I'objet d’une justification détaillée.

Des études de cinétique tissulaire complémentaires peuvent étre entreprises:

— lorsquon constate une demi-vie sanguine allongée, suggérant la possibilité d’'une accumulation de la sub-
stance d’essai dans différents tissus, ou

— pour voir si un niveau d’état stationnaire a été atteint dans des tissus particuliers (dans des études a doses
répétées, par exemple, méme quand un niveau d’état stationnaire a apparemment été atteint dans le sang, il
peut étre utile de s'assurer qu'il en est de méme dans les tissus cibles).

Pour ce type d’étude en fonction du temps, il convient d’'administrer une dose orale appropriée de la substance
d’essai @ au moins quatre animaux par dose et par point temporel, et de surveiller I'évolution dans le temps de la
distribution dans les tissus choisis. A moins quune toxicité spécifique liée au sexe ait été observée, on emploiera
des animaux d'un seul sexe. La question de savoir si I'analyse doit porter sur la radioactivité totale ou sur la
substance meére etfou ses métabolites dépendra du probleme traité. La distribution tissulaire est évaluée a l'aide
des techniques appropriées.

Induction/inhibition enzymatique

Des études sur les effets possibles de l'induction/inhibition enzymatique ou sur la biotransformation de la
substance d’essai concernée peuvent étre nécessaires dans I'un ou plusieurs des cas suivants:

—_
-

lorsque des éléments indiquent une relation entre la biotransformation de la substance d’essai et I'augmen-
tation de la toxicité;

N
—

lorsque les données de toxicité disponibles indiquent une relation non linéaire entre la dose et le métabo-
lisme;

3) si les études sur lidentification des métabolites révelent un métabolite potentiellement toxique qui pourrait
étre le produit d'une voie enzymatique induite par la substance d’essai;

4) pour expliquer des effets a priori liés a des phénomenes d'induction enzymatique;
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5) si I'on observe des modifications toxicologiques importantes dans le profil métabolique de la substance
d’essai, dans le cadre d’expériences in vitro ou in vivo menées sur différentes espéces ou dans différentes
conditions, il peut étre nécessaire de caractériser I'enzyme ou les enzymes impliquées (par exemple, des
enzymes de phase | comme les isoenzymes constituant le systéme des mono-oxygénases a cytochrome P
450, des enzymes de phase II comme les isoenzymes de la sulfotransférase ou de l'uridine diphosphate
glucuronosyltransférase, ou tout autre enzyme pertinente). Ces informations peuvent servir & évaluer la
pertinence des extrapolations interespeces.

Pour évaluer les variations toxicocinétiques liées a la substance d'essai, il convient de mettre en ceuvre des
protocoles d’étude adéquats, convenablement validés et justifiés. Ces études peuvent par exemple consister a
administrer des doses répétées d’une substance d’essai non marquée, puis une dose unique radiomarquée le
14¢ jour, ou des doses répétées d'une substance d’essai radiomarquée et des échantillonnages les 1%, 7¢ et 14°
jours pour déterminer le profil des métabolites. L'administration de doses répétées d’une substance dessai
radiomarquée peut également fournir des renseignements sur la bioaccumulation (voir paragraphe 26).

METHODES COMPLEMENTAIRES

Outre les expériences in vivo décrites dans la présente méthode d'essai, des méthodes complémentaires peuvent
fournir des informations sur 'absorption, la distribution, le métabolisme ou I'élimination d’une substance d’essai
chez certaines espeéces.

Utilisation d’informations in vitro

Plusieurs aspects concernant le métabolisme de la substance d’essai peuvent étre étudiés dans le cadre d’études in
vitro faisant appel a des systémes d’essai appropriés. Des hépatocytes fraichement isolés ou en culture et des
fractions subcellulaires (par exemple microsomes et cytosol ou fraction S9) du foie peuvent servir a étudier les
métabolites possibles. Le métabolisme local dans I'organe cible, par exemple le poumon, peut étre intéressant
pour l'évaluation des risques. A cette fin, les fractions microsomales des tissus cibles peuvent étre utiles. Les
études sur microsomes peuvent permettre de traiter les différences potentielles entre les sexes et selon les stades
de la vie, et de caractériser les paramétres enzymatiques (K, et V,.) qui peuvent aider a évaluer la dose-
dépendance du métabolisme en lien avec les niveaux d’exposition. En outre, les microsomes peuvent permettre
d'identifier les enzymes microsomales impliquées dans le métabolisme de la substance d’essai qui peuvent servir
pour l'extrapolation inter-espéces (voir aussi paragraphe 56). On peut également examiner le potentiel d'induc-
tion de la biotransformation a l'aide de fractions subcellulaires du foie (par exemple, microsomes et cytosol)
d’'animaux prétraités par la substance d'essai concernée, par le biais d’études in vitro d'induction sur les hépa-
tocytes, ou a partir de lignées cellulaires spécifiques exprimant des enzymes pertinentes. Dans certaines circons-
tances et certaines conditions, on peut envisager dutiliser des fractions subcellulaires provenant de tissus
humains, afin de déterminer les éventuelles différences entre espéces en matiere de biotransformation. Les
résultats d'études in vitro peuvent également servir a I'élaboration de modeles toxicocinétiques a base physio-
logique (TCBP) (5).

Les études d'absorption cutanée in vitro peuvent fournir des renseignements supplémentaires pour caractériser
I'absorption (6).

Des cultures primaires de cellules hépatiques et des coupes de tissus frais peuvent étre utilisées pour répondre
aux mémes questions que les microsomes hépatiques. Dans certains cas, il est possible de répondre a certaines
questions en utilisant des lignées cellulaires exprimant spécifiquement I'enzyme pertinente ou des lignées cellu-
laires génétiquement modifiées. Il peut aussi étre utile d’étudier l'inhibition et I'induction d'isoenzymes particu-
lieres du cytochrome P450 (par exemple CYP1A1, 2E1, 1A2, etc.) etfou d’enzymes de phase II par le composé
parent dans le cadre d’essais in vitro. Les informations obtenues peuvent présenter de I'intérét pour des composés
de structure proche.

Utilisation des données toxicocinétiques provenant d’études de toxicité

L'analyse des échantillons de sang, de tissus etfou d’excréta obtenus au cours d’autres études de toxicité peut
fournir des données sur la biodisponibilité, I'évolution de la concentration plasmatique dans le temps (AUC,
Cpnax) le potentiel de bioaccumulation, les taux d’élimination et les variations métaboliques et cinétiques liées au
sexe ou au stade de vie.

Le plan d’étude peut aussi étre adapté pour répondre a des questions concernant la saturation de l'absorption, les
voies de biotransformation ou d’excrétion a des doses plus élevées, l'emprunt de nouvelles voies métaboliques a
des doses plus élevées, ou la limitation des métabolites toxiques a des doses plus élevées.

D’autres aspects liés a 'évaluation des dangers peuvent aussi étre abordés, notamment:

— la sensibilité en fonction de I'age, qui dépend de Iétat de la barriere hémato-encéphalique, des reins et/ou des
capacités de détoxication,

— la sensibilité de certaines sous-populations due & des différences de capacité de biotransformation ou a
drautres différences toxicocinétiques,

— Tlampleur de lexposition du feetus par transfert transplacentaire des produits chimiques ou de celle du
nouveau-né par le biais de la lactation.
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Utilisation de modéles toxicocinétiques

65. Les modeles toxicocinétiques peuvent contribuer a différents aspects de I'évaluation des dangers et des risques,
par exemple a la prévision de I'exposition systémique et de la dose délivrée aux tissus internes. En outre, pour
aborder des questions particuliéres portant sur le mode d’action, ces modéles peuvent servir de base a l'extra-
polation entre espéces, entre voies d’exposition, entre dosages, et a des fins d'évaluation des risques pour
Ihomme. Les données utiles a I'élaboration de modeles TCBP pour une substance d'essai sur une espece
quelconque sont 1) les coefficients de partage, 2) les constantes biochimiques et parameétres physiologiques,
3) les parametres d'absorption des différentes voies d'exposition et 4) les données cinétiques in vivo pour
'évaluation des modeles [par exemple parameétres d'élimination pour les voies dexcrétion pertinentes
(> 10 %), K, et V., pour le métabolisme]. Les données expérimentales utilisées pour élaborer le modele
sont obtenues par des méthodes scientifiquement valables, et les résultats du modeéle sont validés. Les parameétres
spécifiques a la substance d’essai ou a l'espece, comme le taux d'absorption, le coefficient de partage sang-tissu et
les constantes de vitesse métabolique, sont souvent déterminés pour faciliter I'élaboration de modéles non
compartimentaux ou a base physiologique (7).

RESULTATS ET RAPPORT

66. 1l est recommandé de faire figurer une table des matiéres dans le rapport d’essai.

Corps du rapport

67. Le corps du rapport présente les informations décrites par la présente méthode d’essai, organisées en sections et
paragraphes de la maniere suivante:

Résumé

68. Cette section du rapport d’étude résume la conception de I'étude et décrit les méthodes utilisées. Elle met
également en relief les principaux résultats concernant le bilan massique, la nature et I'importance des métabo-
lites, les résidus tissulaires, le taux d’élimination, le potentiel de bioaccumulation, les différences liées au sexe, etc.
Ce résumé est suffisamment détaillé pour permettre une évaluation des résultats.

Introduction

69. Cette section du rapport présente les objectifs de I'étude, les raisons l'ayant motivée et les principes de sa
conception, ainsi que les références utiles et un historique permettant de la resituer.

Matériels et méthodes

70. Cette section du rapport décrit en détail toutes les informations pertinentes, notamment:

a) Substance d'essai

Cette sous-section porte sur lidentification de la substance d'essai: nom chimique, structure moléculaire,
détermination qualitative et quantitative de sa composition chimique, pureté chimique et, si possible, type
et quantité des éventuelles impuretés. Elle comprend également des informations sur les propriétés physico-
chimiques de la substance, notamment: état physique, couleur, coefficient de solubilité et/ou de partage brut,
stabilité et, éventuellement, corrosivité. Le cas échéant, des informations sont également données sur les
isomeres. Si la substance d’essai est radiomarquée, cette sous-section renseigne sur le type de radionucléide, la
position du marqueur, lactivité spécifique et la pureté radiochimique.

Il convient d'indiquer le type de véhicule, diluant, agent de suspension, émulsifiant ou autre matériau utilisé
pour administrer la substance d’essai, ou d’en donner une description.

b) Animaux d’expérience

Cette sous-section renseigne sur les animaux d’expérience, notamment: choix de l'espéce et de la souche et
justification de ce choix, dge au début de I'étude, sexe, poids corporel, état de santé et conditions d’élevage.

¢) Méthodes

Cette sous-section décrit en détail la conception de I'étude et la méthode utilisée. Elle comprend les éléments
suivants:

1) justification des éventuelles modifications apportées a la voie ou aux conditions d’exposition, sil y a lieu;
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N
—

justification du choix des niveaux de dose;

)
=

description des éventuelles études pilotes utilisées pour la conception expérimentale des études de suivi.
Les données a I'appui des études pilotes sont jointes;

&
=

mode de préparation de la solution administrée et, le cas échéant, type de solvant ou de véhicule;

1
=

nombre de groupes de traitement et nombre d’animaux par groupe;

=)
=

niveaux et volume des doses (et, si la radioactivité est utilisée, activité spécifique de la dose);

~
—

voie(s) et méthodes d’administration;

oo
=

fréquence d’administration;

O
=~

période de jetine (le cas échéant);

10

=

radioactivité totale par animal;

11

R

manipulation des animaux;

12) collecte et traitement des échantillons;

—

13

=

méthodes d’analyse utilisées pour la séparation, la quantification et l'identification des métabolites;

14

=

limites de détection des méthodes employées;

15) autres mesures et protocoles expérimentaux utilisés (notamment validation des méthodes d’analyse des

métabolites).

=

d) Analyse statistique
Si on recourt a I'analyse statistique pour dépouiller les résultats de I'étude, il convient d'apporter suffisamment
d'informations sur la méthode d'analyse et le logiciel employés pour qu'un examinateur/statisticien indépen-
dant puisse réévaluer et reconstruire 'analyse.
Si on recourt & une modélisation systémique (par exemple & un modele TCBP), la présentation du modele
employé comporte une description compléte du modele, afin qu'un expert indépendant puisse reconstruire et
valider celui-ci (voir le paragraphe 65 et I'appendice des définitions).

Résultats

Toutes les données sont récapitulées et présentées sous forme de tableaux accompagnés d’une évaluation
statistique appropriée, comme décrit dans la présente section. Les données résultant du comptage de la radioac-
tivité sont récapitulées et présentées de maniere appropriée a I'étude, généralement en microgrammes ou milli-
grammes d’équivalents par masse d’échantillon, mais d’autres unités peuvent étre utilisées. Cette section comporte
des graphiques illustrant les résultats, reproduit les données chromatographiques et spectrométriques représen-
tatives, identifie/quantifie les métabolites et présente les voies métaboliques proposées, y compris la structure
moléculaire des métabolites. En outre, les renseignements suivants figurent, le cas échéant, dans cette section:

1) quantité et pourcentage de récupération de la radioactivité dans l'urine, les feces, lair expiré, ainsi que dans
T'urine et les feces récupérées lors du nettoyage de la cage.

— Pour les études par voie cutanée, inclure également les données relatives a la récupération de la substance
d’essai sur la peau traitée et lors du nettoyage cutané, les données sur la radioactivité résiduelle présente
dans le dispositif couvrant la peau et I'unité d'étude du métabolisme, ainsi que les résultats de I'étude de
nettoyage cutané; pour plus de précisions, voir les paragraphes 74 a 77.

— Pour les études par inhalation, inclure également des données sur la récupération de la substance d’essai
dans les poumons et dans les tissus nasaux (8); pour plus de précisions, voir le paragraphe 78;
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N
—

distribution tissulaire, en pourcentage de la dose administrée et en concentration (microgrammes d'équiva-
lents par gramme de tissu) et ratios tissu/sang et tissu/plasma;

N
=

bilan-matiére élaboré pour chaque étude impliquant I'analyse des tissus et des excréta;

=

concentrations plasmatiques et paramétres toxicocinétiques (biodisponibilité, AUC, Cp .y Trap €limination,
demi-vie) aprés administration de la substance par la ou les voies d’exposition pertinentes;

il
=

vitesse et importance de 'absorption de la substance d’essai aprés administration par la ou les voies d’expo-
sition pertinentes;

(=)
=

quantités de substance d'essai et de métabolites (en pourcentage de la dose administrée) collectées dans les
excréta;

~
—

référence aux données présentées en annexe, qui comprennent les données par animal pour tous les critéres
de mesure (par exemple administration de la dose, pourcentage de récupération, concentrations, parametres
toxicocinétiques, etc.);

oo
=

graphique représentant les voies métaboliques proposées et la structure moléculaire des métabolites.

Discussion et conclusions

Dans cette section, il convient pour le ou les auteurs de:

1) proposer une voie métabolique, en s'appuyant sur les résultats concernant le métabolisme et I'élimination de
la substance d’essai;

2) examiner les éventuelles différences potentielles liées a I'espéce ou au sexe concernant I'élimination etfou la
biotransformation de la substance d’essai;

3) présenter dans un tableau et examiner lidentité et I'importance des métabolites, les taux d’élimination, le
potentiel de bioaccumulation et le niveau des résidus tissulaires de la substance mére et/ou de ses métabolites,
ainsi que les éventuelles modifications dose-dépendantes des paramétres toxicocinétiques, s'il y a lieu;

4) intégrer a cette section toute donnée toxicocinétique pertinente obtenue au cours d’études de toxicité;

5) formuler une conclusion succincte pouvant étre étayée par les résultats de I'étude;

6) ajouter des sections supplémentaires (si nécessaire ou opportun).

Les sections supplémentaires serviront a présenter des informations bibliographiques, tableaux, graphiques,
annexes, etc.

AUTRES VOIES D’EXPOSITION
Voie cutanée
Traitement cutané

Cette section fournit des renseignements spécifiques sur les études de toxicocinétique par voie cutanée. Pour
I'absorption cutanée, il convient de consulter le chapitre B.44 [Absorption cutanée: méthode in vivo (9)] de la
présente annexe. Pour d'autres effets observés, tels que la distribution et le métabolisme, la présente méthode
d’essai B.36 peut étre utilisée. Pour le traitement par voie cutanée, on peut utiliser un ou plusieurs niveaux de
dose. La substance d'essai (C'est-a-dire la préparation pure, diluée ou le mélange contenant la substance d’essai a
appliquer sur la peau) est identique (ou représente un substitut réaliste) aux produits auxquels pourraient étre
exposés I'homme ou les autres espéces cibles potentielles. Le choix du ou des niveaux de dose seffectue
conformément aux indications des paragraphes 20 a 26 de la présente méthode d'essai. Parmi les facteurs a
prendre en considération figurent I'exposition humaine potentielle et/ou les doses auxquelles une toxicité a été
observée au cours d’autres études de toxicité cutanée. Si nécessaire, il convient de dissoudre la ou les doses
cutanées dans un véhicule adéquat et de les appliquer dans un volume adapté a leur administration. Peu de
temps avant l'essai, la fourrure de la région dorsale du tronc des animaux a tester est tondue. Le rasage peut étre
employé mais il est effectué environ 24 heures avant l'essai. Lorsque la fourrure est rasée ou tondue, cette
opération s'effectue en évitant toute lésion de la peau qui pourrait entrainer une modification de sa perméabilité.
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Environ 10 % de la superficie corporelle sont dégagés pour application de la substance d’essai. Dans le cas de
substances d’essai hautement toxiques, la zone couverte peut étre plus petite, mais il convient de recouvrir une
surface aussi large que possible d'une pellicule mince et uniforme. La surface de traitement utilisée est la méme
pour tous les groupes d'essai par voie cutanée. Les zones traitées sont recouvertes a l'aide d'une protection
adaptée maintenue en place. Les animaux sont encagés séparément.

75. Une étude de nettoyage cutané est menée afin d'évaluer la quantité de la dose appliquée susceptible d'étre retirée
de la peau lors d’'un lavage de la zone traitée au savon doux et a l'eau. Cette étude peut également aider a établir
le bilan massique quand la substance d’essai est administrée par voie cutanée. Pour ce type d’étude, il convient
d’appliquer une dose unique de la substance d’essai & deux animaux. Le niveau de dose est choisi conformément
aux indications du paragraphe 23 de la présente méthode d’essai (voir également le paragraphe 76 a propos du
temps de contact avec la peau). La quantité de substance d’essai récupérée lors de ce lavage permet d'évaluer
lefficacité d’élimination de la substance d'essai par la procédure de nettoyage.

76. Sauf si sa corrosivité I'empéche, la substance d’essai est appliquée et maintenue sur la peau pendant un minimum
de 6 heures. Une fois la protection retirée, la zone traitée est lavée selon la procédure décrite pour l'étude de
nettoyage cutané (voir paragraphe 75). La protection et la solution ayant servi au nettoyage sont analysées a la
recherche de résidus de la substance d’essai. A la fin de I'étude, les animaux sont euthanasiés conformément a
(2), et la peau traitée est prélevée. Une section appropriée de la peau traitée est analysée pour déterminer la
présence résiduelle de la substance d’essai (radioactivité).

77. Pour I'évaluation toxicocinétique des produits pharmaceutiques, des procédures différentes peuvent étre néces-
saires, en accord avec les dispositions réglementaires.

Inhalation

78. Pour ce type d’étude, on utilise une concentration unique de la substance d'essai, ou davantage si nécessaire. Le
choix de la ou des concentrations s'effectue conformément aux indications des paragraphes 20 a 26 de la
présente méthode d'essai. Les traitements par inhalation seront menés a l'aide d’un appareillage de type “cone
nasal” ou “téte seule” pour empécher l'absorption par d'autres voies d’exposition (8). Si d'autres méthodes
d’exposition par inhalation sont retenues, il convient de justifier et de documenter ce choix. La durée d'expo-
sition par inhalation est définie; elle est généralement comprise entre 4 et 6 heures.
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Appendice

DEFINITIONS

Absorption orale: pourcentage de la dose de substance d'essai absorbé a partir du site d’administration (@ savoir le
tractus gastro-intestinal). Ce paramétre essentiel peut permettre de comprendre quelle proportion de la substance dessai
administrée atteint la veine porte, et par la suite le foie.

Absorption: processus par le(s)quel(s) une substance chimique pénétre dans, ou traverse, des tissus. L'absorption se référe
au composé parent et a tous ses métabolites. A ne pas confondre avec la “biodisponibilité”.

Accumulation (bioaccumulation): augmentation dans le temps de la quantité d’une substance d'essai présente dans les
tissus (généralement les tissus adipeux, a la suite d’'une exposition répétée); si une substance d’essai pénétre dans le corps a
une vitesse supérieure a son taux d'élimination, cette substance saccumule dans lorganisme et peut atteindre des
concentrations toxiques.

ADME: acronyme de “Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion”.

AUC (aire sous la courbe des concentrations plasmatiques): aire sous la courbe dans un diagramme représentant
I'évolution dans le temps de la concentration d’une substance d’essai dans le plasma. Cette aire correspond a la quantité
totale de substance dessai absorbée par le corps pendant une période de temps prédéfinie. Dans des conditions de
linéarité, 'AUC (du temps zéro a I'infini) est proportionnelle a la quantité totale de substance d’essai absorbée par le corps,
indépendamment du taux d’absorption.

Autoradiographie microscopique des récepteurs (microautoradiographie des récepteurs): cette technique peut
servir a étudier linteraction xénobiotique avec des sites tissulaires ou des populations cellulaires spécifiques, par
exemple dans le cadre d’études sur la fixation au récepteur ou le mode d’action spécifique qui peuvent nécessiter une
qualité de résolution et de sensibilité impossible a obtenir par d’autres techniques comme l'autoradiographie du corps
entier.

Autoradiographie (autoradiographie du corps entier): cette technique, qui sert & déterminer qualitativement et/ou quan-
titativement la localisation tissulaire d'une substance d’essai radioactive, utilise I'imagerie par rayons X ou, innovation plus
récente, I'imagerie numérique par plaque au phosphore pour visualiser les molécules ou fragments de molécules radio-
marqués en enregistrant le rayonnement émis au sein de l'objet étudié. Par rapport a la dissection des organes, l'auto-
radiographie quantitative du corps entier peut présenter des avantages pour évaluer la distribution de la substance d’essai,
la récupération globale et la résolution du matériau radioactif dans les tissus. Par exemple, on peut utiliser cette technique
sur un modele animal pigmenté, afin d'évaluer I'association possible de la substance d’essai avec la mélanine, qui peut se
lier a certaines molécules. Cependant, tout en offrant un moyen commode de visualiser I'ensemble des sites de fixation de
grande capacité et de faible affinité dans le corps entier, cette technique est probablement moins performante pour
identifier des sites cibles spécifiques tels que les sites de liaison au récepteur, dont la détection nécessite une résolution et
une sensibilité relativement élevées. Lorsqu'on recourt a l'autoradiographie, les expériences visant a déterminer le bilan
massique du composé administré sont menées sur un groupe séparé ou dans le cadre d’une étude distincte de I'étude de
distribution tissulaire, dans laquelle tous les excréta (qui peuvent inclure également Tair expiré) et toutes les carcasses sont
homogénéisés et analysés par comptage a scintillation liquide.

Bilan massique: comptabilité des entrées de la substance d’essai dans le systéme, et de ses sorties de celui- ci.
Bilan matiére: voir “bilan massique”.
Bioaccumulation: voir “Accumulation”.

Biodisponibilité: fraction d'une dose administrée qui atteint la circulation systémique ou est rendue disponible sur le site
de Tactivité physiologique. Généralement, la biodisponibilité d'une substance d'essai se référe au composé parent, mais elle
peut également se référer a ses métabolites. Elle ne tient compte que d’une seule forme chimique. Nota bene biodispo-
nibilité et absorption ne sont pas synonymes. La différence, par exemple, entre 'absorption orale (c'est-a-dire la présence
dans la paroi intestinale et la veine porte) et la biodisponibilité (c'est-a-dire la présence dans le sang systémique et dans les
tissus) peut, entre autres facteurs, provenir de la dégradation chimique liée au métabolisme de la paroi intestinale, a I'efflux
vers la lumicére intestinale ou encore au métabolisme présystémique dans le foie (10). La biodisponibilité du composant
toxique (composé parent ou métabolite) est un paramétre essentiel, dans I'évaluation des risques pour la santé humaine
(extrapolation de dose élevée a faible, extrapolation de voie a voie), pour dériver une valeur interne de la dose sans effet
nocif observé (DSENO) ou de la dose de référence (BMD) externes (dose appliquée). Pour étudier les effets sur le foie en
cas d’administration orale, I'absorption orale suffit. Néanmoins, pour évaluer tout autre effet que I'effet a la porte d’entrée,
la biodisponibilité est généralement un paramétre plus fiable pour I'évaluation des risques.

Biopersistance: voir “Persistance”.

Biotransformation: conversion chimique (généralement enzymatique), dans l'organisme, d’'une substance d'essai donnée
en une autre. Synonyme de “métabolisme”.

Crax: concentration maximale (pic de concentration) dans le sang (plasma/sérum) apres I'administration, ou excrétion
maximale (pic d’excrétion) urinaire ou fécale aprés 'administration.
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Coefficient de partage: également appelé coefficient de distribution, il mesure la solubilité différentielle d'une substance
chimique dans deux solvants.

Compartiment: portion (ou unité) structurelle ou biochimique d'un corps, d’un tissu ou d’'une cellule séparée du reste de
ce corps, de ce tissu ou de cette cellule.

Concentration sanguine (plasmatique) a I'état stationnaire: état hors équilibre d'un systéme ouvert dans lequel toutes
les forces agissant sur le systtme sont exactement contrebalancées par des forces opposées, de sorte que tous les
composants du systéme ont une concentration stationnaire, bien que de la matiere s'écoule au travers de ce systeme.

Concentration sanguine (plasmatique/sérique) maximale: concentration maximale (pic de concentration) dans le sang
(plasma/sérum) aprés I'administration (voir aussi “Cp,y)-

Demi-vie (ty),): temps nécessaire pour que la concentration de la substance d’essai diminue de moitié dans un compar-
timent. Elle se référe généralement a la concentration plasmatique ou a la quantité de substance d'essai présente dans
'ensemble du corps.

Distribution: dispersion d'une substance d’essai et de ses dérivés au travers d'un organisme.

Distribution tissulaire: déplacement réversible d'une substance d’essai d'un endroit du corps a un autre. La distribution
tissulaire peut s'étudier par dissection, homogénéisation, combustion et comptage par scintillation liquide des organes ou
par autoradiographie qualitative et/ou quantitative du corps entier. La premiére méthode est utile pour obtenir la
concentration et le pourcentage de récupération dans les tissus et la carcasse des mémes animaux, mais peut avoir
une résolution trop faible pour tous les tissus et atteindre une récupération globale inférieure a I'optimum (< 90 %). Voir
la définition de T'autoradiographie.

Enzymes/Isoenzymes: protéines qui catalysent des réactions chimiques. Les isoenzymes sont des enzymes qui catalysent
des réactions chimiques similaires mais différent par leur séquence d’acides aminés.

Excrétion biliaire: excrétion par les voies biliaires.

Excrétion: processus par le(s)quel(s) une substance d’essai administrée et/ou ses métabolites sont éliminés du corps.
Exogene: dorigine extérieure a I'organisme ou au systéme, ou produit a l'extérieur de lui.

Extrapolation: inférence d’une ou de plusieurs valeurs inconnues a partir de ce qui est connu ou a été observé.

Induction/induction enzymatique: synthése d’enzymes en réponse a un stimulus environnemental ou a une molécule
inductrice.

Linéarité/cinétique linéaire: en cinétique, un processus est linéaire quand tous les taux de transfert entre compartiments
sont proportionnels aux quantités ou aux concentrations présentes, c'est-a-dire de premier ordre. En conséquence, les
volumes d’élimination et de distribution sont constants, de méme que les demi-vies. Les concentrations obtenues sont
proportionnelles au taux d’administration (exposition), et 'accumulation est plus aisément prévisible. On peut juger de la
linéarité/non-linéarité en comparant les paramétres pertinents, par exemple 'AUC, aprés administration de différentes
doses ou aprés exposition unique et exposition répétée. L'absence de dose-dépendance peut indiquer la saturation des
enzymes participant au métabolisme du composé; une augmentation de 'AUC apres exposition répétée par rapport a une
exposition unique peut indiquer une inhibition du métabolisme, et une diminution de FAUC peut signaler une induction
du métabolisme [voir aussi (11)].

Mécanisme (mode) de toxicité/d’action: le mécanisme d’action se référe aux interactions biochimiques spécifiques par
lesquelles une substance d’essai produit son effet. Le mode d’action se rapporte aux phénomenes plus généraux conduisant
a la toxicité d’une substance d'essai.

Métabolisme: synonyme de “biotransformation”.

Métabolites: produits du métabolisme ou des processus métaboliques.

Modélisation systémique (modele toxicocinétique a base physiologique, & base pharmacocinétique, pharmacocinétique a
base physiologique, a base biologique, etc.): modele abstrait utilisant le langage mathématique pour décrire le compor-
tement d’'un systeme.

Parametres enzymatiques: K, constante de Michaelis et V., vitesse maximale.

Persistance (biopersistance): présence a long terme d'une substance chimique (dans un systeme biologique) s'expliquant
par sa résistance a la dégradation/I'élimination.

N

Prévision a partir de données croisées: les informations sur les effets mesurés pour une ou plusieurs substances
chimiques sont utilisées pour prédire I'effet observé pour la substance chimique cible.



L 81/122

Journal officiel de 'Union européenne

19.3.2014

Saturation: état dans lequel un ou plusieurs processus cinétiques (par exemple, absorption, métabolisme ou élimination)
sont a leur maximum (c'est-a-dire “saturés”).

Sensibilité: capacité d'une méthode ou d'un instrument de mesure a distinguer entre des réponses correspondant a
différents niveaux d’une variable d'intérét.

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis & un essai réalisé suivant la présente méthode dessai.
Tissu cible: tissu sur lequel se manifeste un effet indésirable majeur d’une susbtance toxique.
Tax: temps nécessaire pour atteindre C,..

Toxicocinétique (pharmacocinétique): étude de 'absorption, de la distribution, du métabolisme et de I'excrétion des
substances chimiques au cours du temps.

Validation des modeles: processus destiné a évaluer si un modeéle décrit convenablement les données toxicocinétiques
disponibles. Les modeles peuvent étre évalués par comparaison statistique ou visuelle de leurs prévisions avec les valeurs
expérimentales, en fonction d’une variable indépendante commune (par exemple le temps). L'ampleur de I'évaluation est
justifiée en fonction de l'usage escompté du modele.

Vitesse d’élimination: mesure quantitative de la vitesse a laquelle une substance d'essai est éliminée du sang, du plasma
ou d'un tissu donné, par unité de temps.

Voie d’administration (orale, intraveineuse, cutanée, par inhalation, etc): se rapporte aux moyens par lesquels une
substance chimique est administrée dans le corps (par exemple, par gavage oral, oralement mélangée a la nourriture,
par voie cutanée, par inhalation, en intraveineuse, etc.).

Voies de détoxication: série d’étapes conduisant a I'élimination des substances chimiques toxiques du corps, que ce soit
par transformation métabolique ou par excrétion.»

8) le chapitre B.52 suivant est ajouté:

«B.52. TOXICITE AIGUE PAR INHALATION - METHODE PAR CLASSE DE TOXICITE AIGUE

INTRODUCTION

1. La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 436 (2009) de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques. Une premiere ligne directrice pour les essais de toxicité aigué par inhalation (403) avait été adoptée
en 1981 et a été révisée depuis [voir chapitre B.2 de la présente annexe (1)]. A la suite de l'adoption, en 2001,
de la méthode par classe de toxicité aigué par voie orale [chapitre B.1 ter de la présente annexe (5)], il est apparu
approprié de développer une méthode par classe de toxicité aigué par inhalation (2) (3) (4). Une évaluation
rétrospective des performances de la méthode d'essai par classe de toxicité aigué pour la toxicité aigué par
inhalation a montré que cette méthode était utilisable a des fins de classification et d’étiquetage (6). La méthode
d’essai pour les essais de toxicité par inhalation faisant appel a la méthode par classe de toxicité aigué permettra
l'utilisation d’étapes successives de concentrations cibles fixées pour déterminer la classe de toxicité de la sub-
stance d’essai. Bien que la 1étalité soit le principal effet mesuré, les animaux moribonds ou présentant des signes
de souffrance ou de détresse sévere sont euthanasiés afin de minimiser leur souffrance. Des précisions concernant
les effets mesurés éthiquement acceptables sont disponibles dans le document d’orientation n® 19 de 'OCDE (7).

2. On trouvera dans le document d'orientation n® 39 sur les essais de toxicité aigué par inhalation des indications
pour la conduite et l'interprétation de la présente méthode d’essai (8).

3. Les définitions utilisées dans la présente méthode d’essai figurent a l'appendice 1 et dans le document d’orien-
tation n°® 39 (8).

4. Cette méthode d'essai fournit des informations qui permettent a la fois I'évaluation des dangers et le classement
de la substance d'essai conformément au réglement (CE) n® 12722008 relatif a la classification pour les sub-
stances présentant une toxicité aigué (9). Si des estimations ponctuelles des valeurs de la CLs, ou des analyses de
la courbe concentration- réponse sont nécessaires, il convient de se reporter au chapitre B.2 de la présente
annexe (1). Pour plus d'informations sur le choix des méthodes d’essai, il convient de se reporter au document
d'orientation n°® 39 (8). La présente méthode d'essai n'est pas spécifiquement destinée a tester des articles
spéciaux comme les substances isométriques ou fibreuses faiblement solubles ou les nanomatériaux manufac-
turés.
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REMARQUES PRELIMINAIRES

5. Avant d’entreprendre un essai conformément a la présente méthode d’essai, le laboratoire d'essai devra prendre
en compte toutes les informations disponibles sur la substance d’essai, y compris les études existantes dont les
résultats éviteraient des essais supplémentaires, afin de recourir le moins possible aux animaux. Parmi les
informations utiles pour la détermination de lespéce, de la souche, du sexe, du mode d’exposition et des
concentrations d’essai appropriés, citons: Iidentité, la structure chimique et les propriétés physico-chimiques
de la substance d’essai; les résultats de tous les essais de toxicité in vitro ou in vivo auxquels elle a été soumise;
son (ses) utilisation(s) escomptée(s) et les risques d’exposition humaine; les données (Q)SAR disponibles et les
données toxicologiques sur les substances structurellement apparentées. Les concentrations susceptibles d’engen-
drer une souffrance ou une détresse séveres, du fait de propriétés corrosives (') ou fortement irritantes, ne sont
pas testées a l'aide de cette méthode d’essai, voir document d’orientation 39 (8).

PRINCIPE DE L’ESSAI

6. Le principe de cet essai est d’'obtenir, avec un processus séquentiel, des informations suffisantes sur la toxicité
aigué par inhalation de la substance d'essai, pour parvenir a son classement avec une exposition de 4 heures. Des
objectifs reglementaires spécifiques peuvent nécessiter de recourir a d’autres durées d’exposition. Les essais pour
chacun des niveaux de concentration définis porteront sur 3 animaux de chaque sexe. En fonction de la
mortalité etjou de I'état moribond des animaux, 2 étapes peuvent suffire pour permettre de juger de la toxicité
aigué de la substance d'essai. S'il est prouvé que I'un des sexes est plus sensible a la substance d’essai, l'essai peut
se poursuivre avec seulement les animaux de ce sexe. Le résultat de I'étape précédente détermine I'étape suivante,
Cest-a-dire:

a) larrét de lessai;
b) un essai sur trois animaux par sexe; ou

¢) un essai sur 6 animaux, tous du sexe le plus sensible a la substance d’essai, la limite inférieure de la classe de
toxicité devant étre déterminée a partir d’'essais portant sur 6 animaux par groupe de concentration d’essai,
indépendamment du sexe.

7. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou de détresse sévere et persistante
sont euthanasiés, et sont pris en compte dans l'interprétation des résultats de I'essai au méme titre que ceux qui
succombent au cours de l'essai. Le document d’orientation de 'OCDE n° 19 sur les effets mesurés éthiquement
acceptables détaille les critéres orientant la décision d’euthanasier les animaux moribonds ou en grande souf-
france, et aide a reconnaitre une mort prévisible ou imminente (7).

DESCRIPTION DE LA METHODE
Choix des espéces animales

8. Le choix s'orientera vers de jeunes rongeurs en bonne santé, de souches communément utilisées en laboratoire.
Le rat étant l'espece la plus utilisée, il faudra justifier 'emploi d’autres especes.

Préparation des animaux

9. Les femelles sont nullipares et non gravides. Le jour de leur exposition, les animaux sélectionnés sont de jeunes
adultes 4gés de 8 a 12 semaines. Leur poids corporel ne devra pas excéder, pour chaque sexe, * 20 % du poids
moyen des animaux du méme age précédemment exposés. Sélectionnés au hasard, les animaux sont marqués
pour étre identifiés individuellement. En vue de leur acclimatation aux conditions de laboratoire, ils seront
conservés dans leur cage pour une période d’au minimum 5 jours avant le début de l'essai. Les animaux sont
également acclimatés aux appareils d’essai, pendant une courte période précédant l'essai, afin d’atténuer le stress
causé par leur introduction dans un nouvel environnement.

Conditions d’élevage des animaux

10. La température du local expérimental ot les animaux sont conservés est de 22 + 3 °C. Le taux d’humidité relative
est idéalement maintenu entre 30 et 70 %, encore qu'il ne soit pas toujours possible de le faire si I'eau est utilisée
comme véhicule. Avant et aprés exposition, les animaux sont généralement mis en cage en groupes par sexe et
par concentration, mais le nombre d’animaux par cage ne doit pas faire obstacle a une observation précise de
chaque animal, et ne doit engendrer qu'un minimum de pertes dues au cannibalisme et aux combats. Si les
animaux sont exposés “nez seul”, il peut étre nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. Ceux-ci ne
doivent pas provoquer chez les animaux de stress excessif, qu’il soit de nature physique, thermique ou da a leur
immobilisation. Les contraintes qu'ils subissent peuvent en effet modifier les paramétres physiologiques mesurés
de l'animal, comme sa température corporelle (hyperthermie) et/ou son volume respiratoire par minute. Si 'on
dispose de données génériques montrant que de telles modifications ne se produisent pas de fagon appréciable,

(") L'évaluation de la corrosivité peut reposer sur un avis d’expert basé sur les éléments suivants: données expérimentales sur 'homme et
l'animal, données (in vitro) existantes [voir, par exemple, le chapitre B.40 (11) de la présente annexe ou la ligne directrice 435 de
I'OCDE (12), valeurs du pH, informations concernant des substances analogues ou toute autre donnée pertinente].
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alors la période d’adaptation préalable aux tubes de contention nest pas nécessaire. Les animaux exposés “corps
entier” a un aérosol sont enfermés individuellement pendant I'exposition pour empécher la filtration de l'aérosol
par la fourrure de leurs congénéres. A T'exception des périodes d'exposition, le régime alimentaire des animaux
est le régime classique et certifié de laboratoire, avec eau potable a satiété. L'éclairage est artificiel, la séquence
d’éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 heures d’obscurité.

Chambres d’inhalation

Le choix de la chambre d'inhalation prend en compte la nature de la substance d'essai et l'objet de l'essai. Le
mode d'exposition “nez seul” (qui inclut les dispositifs “téte seule”, “nez seul” et “museau seul”) est privilégié. Le
mode d'exposition “nez seul” est généralement choisi pour les études d’aérosols liquides ou solides et pour les
vapeurs susceptibles de se condenser en aérosols. Lutilisation d'un mode d’exposition “corps entier” peut étre
préférable pour les besoins spécifiques de I'étude, mais elle est justifiée dans le rapport de I'étude. Pour assurer la
stabilité de l'atmosphere d’'une chambre d’exposition “corps entier”, on veillera a ce que le “volume” total des
animaux d’expérience ne dépasse pas 5 % du volume de la chambre. Le document d’orientation 39 (8) décrit les
principes des techniques d’exposition “corps entier” ou “nez seul”, ainsi que leurs avantages et inconvénients
spécifiques

CONDITIONS D’EXPOSITION
Administration des concentrations

Il est recommandé une durée fixe d’exposition de quatre heures, sans compter le temps d’équilibration. D’autres
durées d’exposition sont possibles pour répondre a des besoins spécifiques, cependant une justification devra étre
apportée dans le rapport d’étude, voir document dorientation 39 (8). Les animaux exposés “corps entier”
demeurent seuls dans la chambre afin d’éviter I'ingestion de la substance d’essai par le toilettage de leurs
compagnons. Les animaux sont privés de nourriture pendant la période d’exposition. Dans une exposition
“corps entier”, les animaux peuvent boire de l'eau.

Les animaux sont exposés a la substance d’essai présentée sous forme de gaz, de vapeur, d’aérosol ou sous une
forme mixte. L'état physique a tester dépend des propriétés physico-chimiques de la substance, de la concen-
tration choisie, et/fou de la forme physique sous laquelle il est le plus probable qu'elle se présente lors de sa
manipulation et de son utilisation. Les substances d’essai chimiquement réactives ou hygroscopiques sont testées
sous air sec. On prendra soin d'éviter les concentrations susceptibles de provoquer une explosion.

Répartition granulométrique

Une mesure de la taille des particules est réalisée pour tous les aérosols et les vapeurs susceptibles de se
condenser pour former des aérosols. Pour que toutes les régions pertinentes de l'appareil respiratoire soient
exposées, il est recommandé d'utiliser des aérosols dont le diameétre aérodynamique médian de masse (DAMM) se
situe entre 1 et 4 pm, avec un écart type géométrique (o,) compris entre 1,5 et 3,0 (8) (13) (14). Un effort
raisonnable est fourni pour remplir ces conditions, mais si tel n'est pas le cas, un jugement d’expert est
nécessaire. Par exemple, les particules des fumées métalliques peuvent avoir une taille inférieure a cette
norme, tandis que les particules chargées, les fibres et les substances hygroscopiques (dont la taille augmente
dans l'environnement humide du tractus respiratoire) peuvent avoir une taille supérieure.

Préparation de la substance d’essai dans un véhicule

Pour atteindre la concentration et la taille granulométrique appropriées de la substance d’essai, il est possible
d’avoir recours a un véhicule; en regle générale l'eau est choisie de préférence. Les substances particulaires
peuvent étre soumises a des procédés mécaniques afin datteindre la répartition granulométrique requise, mais
un soin particulier devra étre pris de ne pas décomposer ou altérer la substance d'essai. Lorsque les procédés
mécaniques sont suspectés d’avoir altéré la composition de la substance d’essai (température extréme due aux
frictions d’'un broyage excessif, par exemple), la composition de la substance d’essai devra étre vérifiée analyti-
quement. On prendra soin de ne pas contaminer la substance dessai. Il nest pas nécessaire de tester les
substances granulaires non friables qui sont élaborées précisément pour ne pas étre inhalables. Un test
dusure de surface est réalisé pour démontrer que la manipulation de la substance granulaire ne produit pas
de particules respirables. Dans le cas contraire, un essai de toxicité par inhalation est réalisé.

Animaux témoins

Un groupe témoin négatif (air) n'est pas nécessaire. Lorsquun véhicule autre que l'eau est utilisé pour produire
'atmosphere d’essai, un groupe témoin du véhicule est utilisé seulement quand on ne dispose pas de données
historiques sur la toxicité. Si aucune toxicité n'a été détectée lors de I'étude de la substance d'essai préparée dans
un véhicule, celui-ci est considéré comme non toxique a la concentration testée; il n'y a donc pas lieu d'utiliser
de témoin du véhicule.

CONTROLE DES CONDITIONS D’EXPOSITION

Débit d’air dans la chambre d’exposition

Le débit dair dans la chambre est controlé avec soin, suivi en continu et enregistré au moins toutes les heures
pendant chaque exposition. Le suivi de la concentration de I'atmosphére d'essai (ou stabilité temporelle) constitue
une mesure compléte de tous les parameétres dynamiques et fournit un moyen indirect de controler tous les
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paramétres dynamiques pertinents de la production de 'atmosphére d’essai. On prendra particulierement soin
d’éviter toute re-respiration dans les chambres d’exposition “nez seul” lorsque le débit d’air a travers le systeme
d’exposition ne permet pas de produire une circulation dynamique de I'atmosphére contenant la substance
d’essai. Des méthodologies sont prévues pour démontrer I'absence de re-respiration dans les conditions expéri-
mentales choisies (8) (15). La concentration d’oxygeéne est d’au moins 19 % et celle de dioxyde de carbone ne
dépasse pas 1 %. Si ces conditions ne peuvent étre respectées, les concentrations d’oxygeéne et de dioxyde de
carbone sont mesurées.

Température et humidité relative de la chambre d’exposition

La température de la chambre d’exposition est maintenue a 22 + 3 °C. Dans les cas d’exposition “nez seul” et
“corps entier” 'humidité relative dans la zone ou respire I'animal est suivie et enregistrée trois fois au minimum
pour les durées allant jusqu'a 4 heures, et toutes les heures pour les durées plus courtes. Le taux dhumidité
relative est idéalement compris entre 30 et 70 %. Il est possible que ce taux ne puisse étre atteint (par exemple,
dans le cas d'un mélange a base d’eau), ou qu'il ne puisse étre mesuré en raison d'interférences de la substance
d’essai avec la méthode d’essai.

Substance d’essai: concentration nominale

Dans la mesure du possible, la concentration nominale dans la chambre d’exposition est calculée et enregistrée.
La concentration nominale est la masse de la substance d'essai divisée par le volume d'air total qui passe dans le
circuit de la chambre d'inhalation. La concentration nominale ne sert pas a caractériser 'exposition des animaux,
mais une comparaison de la concentration nominale avec la concentration réelle donne une indication de la
capacité de production du systeme d'essai, et peut donc permettre de mettre en évidence des problémes de
production.

Substance d’essai: concentration réelle

La concentration réelle est la concentration de la substance d’essai dans la zone de la chambre d'inhalation ot les
animaux respirent. Les concentrations réelles peuvent étre obtenues par des méthodes spécifiques (par exemple,
échantillonnage direct, méthodes d’adsorption ou de réaction chimique, et caractérisation analytique ultérieure)
ou par des méthodes non spécifiques comme la gravimétrie sur filtre. Le recours a l'analyse gravimétrique n’est
acceptable que pour des aérosols ne contenant qu'un seul composant en poudre ou pour des aérosols de liquides
peu volatils, et des caractérisations spécifiques a la substance d’essai sont également effectuées par une pré-étude
appropriée. 1l est aussi possible d’avoir recours a la gravimétrie pour déterminer la concentration d'un aérosol
contenant plusieurs composants en poudre, mais des données analytiques sont alors nécessaires, afin de démon-
trer que la composition du produit en suspension dans l'air est analogue a celle du produit de départ. Faute de
cette information, il peut s'avérer nécessaire de soumettre la substance d’essai (idéalement en suspension dans
l'air) a une nouvelle analyse a intervalles réguliers tout au long de I'étude. Pour des agents aérosolisés susceptibles
de s’évaporer ou de se sublimer, il faut démontrer que toutes les phases ont été recueillies selon la méthode
choisie. Les concentrations cibles, nominales et réelles sont fournies dans le rapport d’étude, mais seules les
concentrations réelles sont utilisées dans les analyses statistiques pour calculer la valeur des concentrations
létales.

Il est recommandé de n'employer si possible qu'un seul lot de la substance d’essai, et I'échantillon de la substance
est conservé dans des conditions préservant sa pureté, son homogénéité et sa stabilité. Avant le début de I'étude,
il convient de réaliser une caractérisation de la substance d'essai afin de déterminer sa pureté et, si cela est
techniquement possible, son identité et les quantités de contaminants et d'impuretés identifiés. Pour cela, on
pourra recueillir les données suivantes: temps de rétention et surface relative du pic, poids moléculaire obtenu
par spectroscopie de masse ou chromatographie en phase gazeuse, ou autres estimations. Bien que le laboratoire
d’essai ne soit pas responsable de lidentification de la substance dessai, il peut, par prudence, confirmer au
moins une partie des caractéristiques fournies par le donneur d'ordre (couleur, nature physique, etc.).

L'atmosphére d’exposition est maintenue aussi constante que possible, et suivie soit en continu, soit par inter-
mittence en fonction de la méthode d'analyse. Lorsque linjection s'effectue de fagon intermittente, les échan-
tillons d’atmosphére de la chambre sont prélevés au moins deux fois sur une étude de quatre heures. En cas
d'impossibilité en raison de débits d’air limités ou de faibles concentrations, le recueil d'un échantillon pour toute
la période d’exposition est acceptable. Si des fluctuations nettes apparaissent d’'un échantillon & un autre, la
prochaine concentration d’essai devra utiliser quatre échantillons par exposition. Les écarts entre la concentration
dans chaque chambre et la concentration moyenne n'excédent pas * 10 % pour les gaz et vapeurs et * 20 %
pour les aérosols liquides ou solides. Il convient de calculer et de noter le temps d’équilibre dans la chambre
d’exposition (tgs). La durée d’une exposition couvre le temps de production de la substance d’essai, y compris le
temps nécessaire pour I'égalisation des concentrations dans la chambre d’exposition tgs. Des indications pour
I'estimation de tys sont fournies dans le document d'orientation 39 (8).

Pour des mélanges trés complexes constitués de gaz ou vapeurs et d’aérosols (atmosphéres de combustion ou
substances d'essai propulsées a partir de produits/dispositifs spécialisés, par exemple), chaque phase peut se
comporter différemment dans la chambre d'inhalation. Pour chacune des phases (gaz ou vapeur et aérosol),
on choisira donc au moins une substance indicatrice (analyte), en général le principe actif du mélange. Quand la
substance d’essai est un mélange, la concentration analytique devra étre indiquée pour le mélange global et pas
uniquement pour le principe actif ou le composant (analyte). Pour plus d'informations sur les concentrations
réelles, se reporter au document d’orientation 39 (8).
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Substance d’essai: répartition granulométrique

La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum deux fois pour chaque exposition de
4 heures, a 'aide d’'un impacteur en cascade ou d’un autre instrument, comme un spectromeétre de mesure de la
taille des particules aérodynamiques. Si les résultats obtenus avec I'impacteur en cascade ou un autre instrument
se révelent équivalents, ce dernier peut étre utilisé tout au long de I'étude. Pour confirmer la capacité de recueil
des particules de l'outil principal, un second instrument devra étre utilisé en paralléle, par exemple un filtre
gravimétrique ou un barboteur & gaz/impacteur. La concentration massique obtenue par l'analyse granulomé-
trique se rapproche, dans des limites raisonnables, de celle obtenue par T'analyse sur filtre, voir document
d'orientation 39 (8). Si cette équivalence est établie au début de la phase d’étude, il n’est pas nécessaire d’effectuer
des mesures de confirmation dans la suite de I'étude. Pour le bien-étre des animaux, il convient de réduire au
minimum les données douteuses qui nécessiteraient de répéter une exposition. Une répartition granulométrique
est effectuée dans le cas des vapeurs, s'il est possible qu'une condensation de la vapeur conduise a la formation
d'un aérosol, ou si des particules sont détectées dans une atmosphére de vapeur susceptible de présenter des
phases mixtes (voir paragraphe 14).

MODE OPERATOIRE
Essai principal

Pour chaque étape, trois animaux de chaque sexe, ou six animaux du sexe le plus sensible a la substance d’essai,
seront utilisés. Si des espéces de rongeurs autres que le rat sont exposées “nez seul”, il est possible d’ajuster la
durée maximale d’exposition en fonction du stress propre a ces espéces. Le niveau de concentration a utiliser
comme dose initiale est choisi parmi les quatre niveaux fixés; le niveau de concentration initiale est celui le plus
susceptible de présenter une toxicité pour certains des animaux traités. Les schémas d'essai pour les gaz, les
vapeurs et les aérosols (présentés dans les appendices 2 a 4) correspondent aux essais effectués aux valeurs
limites des catégories 1 a 4 du réglement relatif a la classification, a I'étiquetage et a 'emballage (9), pour les gaz
(100, 500, 2 500, 20 000 ppm/4 h) (appendice 2), pour les vapeurs (0,5, 2, 10, 20 mg/l/4 h) (appendice 3) et
pour les aérosols (0,05, 0,5, 1, 5 mg/l/4 h) (appendice 4). La catégorie 5, que ne prévoit pas le réglement (CE)
n® 1272/2008 (9), se rapporte a des concentrations dépassant les concentrations limites respectives. Chacune des
concentrations de départ posséde son propre schéma d'essai. En fonction du nombre d’animaux morts ou
euthanasiés, le mode opératoire d'essai suit les fleches indiquées jusqua ce qu'une catégorisation puisse étre
établie.

Lintervalle de temps entre 'exposition des différents groupes est déterminé par le moment d’apparition, la durée
et la gravité des signes de toxicité observés. L'exposition des animaux au niveau de concentration supérieur est
retardée jusqu'a ce que 'on soit raisonnablement sar que les animaux précédemment soumis au traitement ont
survécu. Il est recommandé d’espacer de trois & quatre jours les expositions a chaque niveau de concentration
afin de permettre 'observation d’une toxicité retardée. L'intervalle de temps peut étre ajusté, par exemple en cas
de réponses peu concluantes.

Essai limite

L'essai limite est utilisé si I'on sait ou si l'on prévoit que la substance d'essai sera virtuellement non toxique, c’est-
a-dire qu'elle ne suscitera une réponse de toxicité quau-dela de la concentration limite réglementaire. Des
informations sur la toxicité de la substance d’essai peuvent étre tirées d'essais déja pratiqués sur des substances
ou mélanges analogues, en tenant compte de I'identité et du pourcentage des composants dont la toxicité est
avérée. Si l'on manque d'informations sur la toxicité de la substance d’essai, ou si 'on s'attend a ce qu'elle soit
toxique, I'essai principal est réalisé; le document d’orientation 39 fournit de plus amples informations a ce sujet

).

Selon le mode opératoire normal, trois animaux par sexe, ou six animaux du sexe le plus sensible a la substance
d’essai, sont exposés a des concentrations de 20 000 ppm pour les gaz, 20 mg/l pour les vapeurs et 5 mg/l pour
les poussiéres/brouillards. Si elles sont atteintes, ces concentrations servent de limite d'essai pour la présente
méthode d'essai. Pour les essais d’aérosols, le principal objectif est d’atteindre une taille de particule qui soit
respirable (C'est-a-dire un DAMM de 1 a 4 pm), ce qui est possible avec la plupart des substances d’essai a des
concentrations de 2 mg|l. Les essais sur des aérosols a des concentrations supérieures a 2 mg/l ne sont tentés que
si 'on peut obtenir des particules de taille respirable, voir document d’orientation 39 (8). Selon le SGH (16), il
est déconseillé de réaliser des essais au-dela des concentrations limites, pour des raisons de bien-étre des
animaux. Les essais en catégorie 5 du SGH (16), non prévue par le reglement (CE) n®1272/2008 (9), ne
sont envisagés que s'il est trés probable que leurs résultats présenteront un intérét direct pour la protection
de la santé humaine, et une justification est alors fournie dans le rapport d’essai. En cas de substance poten-
tiellement explosive, on prendra soin d'éviter les conditions susceptibles de provoquer une explosion. Afin
d'éviter le recours inutile a des animaux, un essai sans animaux est effectué avant l'essai limite pour s’assurer
quil est possible datteindre dans la chambre les conditions expérimentales d’un essai limite.

OBSERVATIONS

Un examen clinique des animaux est pratiqué régulierement pendant la période d’exposition. Apres I'exposition,
des examens cliniques sont réalisés au minimum deux fois le jour de 'exposition, ou plus fréquemment suivant
la réponse des animaux au traitement, et au minimum une fois par jour par la suite pendant une période de
14 jours. La durée de la période d’observation n'est pas fixée, mais est déterminée par la nature et le moment
d’apparition des signes cliniques, ainsi que par la durée de la période de récupération. Les moments d’apparition
et de disparition des signes de toxicité sont importants, en particulier lorsque les signes de toxicité ont tendance
a étre retardés. Toutes les observations sont systématiquement enregistrées individuellement pour chaque animal.
Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou de détresse sévere et persistante
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sont euthanasiés pour des raisons de bien-étre animal. Lors de l'examen clinique des signes de toxicité, il
convient de veiller a ne pas confondre une pietre apparence initiale et des troubles respiratoires passagers,
imputables a la procédure d’exposition, avec les effets liés au traitement. Les principes et criteres résumés
dans le document d'orientation sur les effets mesurés éthiquement acceptables sont pris en considération (7).
Quand des animaux sont retrouvés morts ou sont euthanasiés, I'heure de la mort est consignée le plus préci-
sément possible.

30. Les observations quotidiennes portent notamment sur les modifications de la peau et des poils, des yeux et des
muqueuses, mais aussi sur les changements affectant 'appareil respiratoire, le systeme circulatoire, les systemes
nerveux autonome et central, ainsi que l'activité somatomotrice et le comportement. Toute différentiation entre
les effets locaux et systémiques est consignée autant que possible. Les tremblements, les convulsions, la saliva-
tion, les diarrhées, la 1éthargie, le sommeil et le coma doivent retenir l'attention. La mesure de la température
rectale peut aider & mettre en évidence une bradypnée réflexe ou une hypo/hyperthermie liée au traitement ou au
confinement.

Poids corporel

31. Le poids corporel de chacun des animaux est enregistré une fois lors de la période d’acclimatation, le jour de
l'exposition (jour 0) juste avant celle-ci, et au moins les jours 1, 3 et 7 (puis de facon hebdomadaire par la suite)
ainsi qu'au moment de la mort ou de leuthanasie, sil est postérieur au jour 1. Le poids corporel est un
indicateur critique reconnu de la toxicité, on surveillera donc attentivement les animaux, dont le poids reste
constamment inférieur de 20 % ou plus a celui précédant l'étude. Les animaux survivants sont pesés et eutha-
nasiés a la fin de la période postexposition.

Pathologie

32. Tous les animaux d’expérience, y compris ceux morts au cours de I'essai ou euthanasiés et écartés de 'étude pour
des raisons de bien-étre animal, subissent une autopsie macroscopique. Lorsqu'un animal est découvert mort et
que son autopsie n'est pas réalisable immédiatement, 'animal est réfrigéré (mais non congelé) a une température
suffisamment basse pour minimiser l'autolyse. Les autopsies sont réalisées le plus tot possible, en général dans un
délai d'un a deux jours. Tous les changements macropathologiques sont enregistrés pour chaque animal en
prétant particuliérement attention aux voies respiratoires.

33. Drautres observations, ajoutées a priori a dessein, peuvent étre envisagées afin d’élargir l'interprétation de I'étude,
comme la mesure du poids pulmonaire des rats survivants etfou la mise en évidence d’'une irritation par examen
de l'appareil respiratoire au microscope. Les organes examinés peuvent étre ceux pour lesquels une réaction au
traitement est connue ou attendue et ceux montrant une pathologie macroscopique chez les animaux survivant
au moins 24 heures. Un examen microscopique de lintégralité de l'appareil respiratoire peut fournir des
informations utiles pour les substances d’essai réactives a l'eau, comme les acides et les substances hygrosco-

piques.
RESULTATS ET RAPPORT
Résultats

34. Pour chacun des animaux, le poids corporel et les conclusions de l'autopsie sont fournis. Les résultats des
observations cliniques sont résumés sous la forme de tableaux et indiquer pour chaque groupe d'essai: le
nombre danimaux utilisés, le nombre d’animaux présentant des signes spécifiques de toxicité, le nombre
d’animaux retrouvés morts au cours de l'essai ou euthanasiés, 'heure de la mort de chacun des animaux, la
description et I'évolution dans le temps des effets toxiques ainsi que leur réversibilité, et les conclusions de
l'autopsie.

Rapport d’essai
35. Le rapport d'essai contient, s'il y a lieu, les renseignements suivants:

Animaux d'expérience et conditions d’élevage:

— description des conditions d’encagement, y compris: nombre (ou évolution du nombre) d’animaux par cage,
matériel de litiere, température ambiante et taux d’humidité relative, photopériode et identification du régime
alimentaire,

— especes/souches utilisées et justification éventuelle de l'utilisation d'une espéce autre que le rat,

— nombre, age et sexe des animaux,

— méthode de randomisation,

— détails sur la qualité de la nourriture et de I'eau (notamment origine/type de régime alimentaire, origine de
l'eau),

— description d’un éventuel conditionnement préalable a lessai, tel que régime alimentaire, quarantaine ou
traitement de maladie.
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Substance d’essai:

— nature physique, pureté et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques (y compris isomérisation),

— données d'identification et numéro CAS (Chemical Abstract Services) s'il est connu.

Véhicule:

— justification de I'emploi d'un véhicule et justification de son choix (s'il ne s'agit pas de l'eau),

— données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n'interfere pas avec les résultats de I'étude.
Chambre d'inhalation:

— description de la chambre d'inhalation avec ses dimensions et son volume,

— source et description de 'équipement utilisé pour I'exposition des animaux et pour la production de l'atmo-
sphere,

— ¢équipement utilisé pour mesurer la température, 'humidité, la granulométrie et la concentration réelle,

— source dair, traitement de l'air fourni/évacué et systéme de climatisation utilisé,

— méthodes utilisées pour étalonner 'équipement afin d’assurer 'homogénéité de I'atmospheére d’essai,

— différence de pression (positive ou négative),

— orifices d’exposition par chambre (“nez seul”) ou emplacement des animaux dans le systeme (“corps entier”),
— homogénéité/stabilité temporelle de 'atmosphere d’essai,

— situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage de l'atmosphére d'essai dans la
chambre d'exposition,

— débits d'air, débit d'air/orifice d’exposition (“nez seul”) ou rapport du volume de 'animal & la chambre (“corps
entier”),

— informations sur I'équipement utilisé, le cas échéant, pour mesurer l'oxygene et le dioxyde de carbone,
— temps nécessaire pour atteindre I'équilibre dans la chambre d’exposition (tys),

— nombre de changements de volume par heure,

— doseurs (sl y en a).

Données concernant l'exposition:

— justification du choix de la concentration cible dans I'‘étude principale,

— concentrations nominales (masse totale de substance d’essai produite dans la chambre d'inhalation, divisée
par le volume d’air traversant la chambre),

— concentrations réelles de la substance d'essai obtenues dans la zone ol respirent les animaux; pour les
mélanges a tester produisant des formes physiques hétérogenes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des consti-
tuants peut étre analysé séparément,

— toutes les concentrations atmosphériques sont rapportées en unités de masse (mgfl, mg/m?, etc); les unités
de volume (ppm, ppb) peuvent aussi étre indiquées entre parenthéses,

— répartition granulométrique des particules, diameétre aérodynamique médian de masse (DAMM) et écart type
géométrique (), ainsi que leur méthode de calcul. Les autres analyses de la taille de particules sont
consignées.
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Conditions expérimentales

— détails sur la préparation de la substance d’essai, y compris sur les procédures utilisées pour réduire la taille
des particules des substances solides ou pour préparer les solutions de la substance d’essai. Lorsque des
procédés mécaniques sont susceptibles d'avoir altéré la composition de la substance dessai, inclure les
résultats des analyses effectuées pour vérifier la composition de la substance dessai,

— description (si possible avec schéma) de I'équipement utilisé pour produire l'atmosphére d'essai et pour
exposer les animaux a celle-ci,

— détails sur la méthode de chimie analytique utilisée et la méthode de validation (notamment rendement de
récupération de la substance d'essai a partir du milieu d’échantillonnage),

— justification du choix des concentrations d’essai.

Résultats:

— tableau présentant la température, le taux d’humidité et le débit d’air dans la chambre d'inhalation,
— tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la chambre d’inhalation,

— tableau de données sur la taille des particules, notamment données analytiques sur le prélévement d’échan-

tillons, la répartition granulométrique et les calculs du DAMM et de o,

— tableau de données sur les réponses et le niveau de concentration pour chaque animal (c'est-a-dire nombre
d’animaux montrant des signes de toxicité, y compris de mortalité, et nature, sévérité et durée des effets),

— poids corporel de chacun des animaux enregistrés lors de l'essai, date et heure de leur mort si celle-ci
intervient avant l'euthanasie prévue; moment d'apparition et évolution des signes de toxicité et, le cas
échéant, leur réversibilité,

— pour chaque animal, résultats de l'autopsie et observations histopathologiques disponibles,
— classement dans les catégories du reglement (CE) n® 1272/2008 et valeur limite de la CLs.
Discussion et interprétation des résultats:

— un effort particulier est consacré a la description des méthodes utilisées pour répondre aux critéres de la
présente méthode d’essai, par exemple en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules,

— la respirabilité des particules est abordée a la lumiere des résultats d’ensemble, en particulier si les critéres de
taille des particules n'ont pu étre remplis,

— la cohérence des méthodes utilisées pour déterminer les concentrations nominales et réelles, et la relation
entre la concentration réelle et la concentration nominale, sont incluses dans l'appréciation d’ensemble de
I'étude,

— la cause probable de la mort et le mode d’action prédominant (systémique ou local) sont abordés,

— une explication est apportée s'il a fallu euthanasier des animaux qui souffraient ou montraient des signes de
détresse sévére et persistante, en se basant sur les critéres du document d'orientation de 'OCDE sur les effets
mesurés éthiquement acceptables (7).
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Appendice 1

DEFINITION

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode dessai.
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Appendice 2

Procédure a suivre pour chacune des concentrations initiales dans le cas des gaz (ppm/4 h)

Remarques générales (')
Pour chaque concentration initiale, les schémas d'essai figurant dans le présent appendice indiquent la procédure a suivre.
Appendice 2 bis: concentration initiale de 100 ppm.
Appendice 2 ter: concentration initiale de 500 ppm.
Appendice 2 quater:  concentration initiale de 2 500 ppm.
Appendice 2 quinquies: concentration initiale de 20 000 ppm.

Selon le nombre d'animaux morts ou euthanasiés, la procédure d'essai se poursuit en suivant les fleches indiquées.

(") Les tableaux ci-apres renvoient au systéme général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques (SGH). L'équivalent
de ce systeme au sein de I'Union européenne est le réglement (CE) n® 1272/2008. Dans le cas de la toxicité aigué par inhalation, le
réglement (CE) n® 1272/2008 (9) ne prévoit pas la catégorie 5.
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Appendice 2 bis

Toxicité aigué par inhalation:

Procédure d’essai avec une concentration initiale de 100 ppm/4 h pour les gaz

100 ppm —p{ 500 ppm —p] 2500 ppm —p] 20000ppm
3 animaux| 3 animaux| 3 animaux} 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux| 3 animaux 3 animaux
sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2

w

-6 | o-2 |||l 3-6 |] o-2 )] 3-6 JJo-2 |||5-6]|3-4]|1-2] |o-0
) e | Xl =l e

r r y k A
Sal-lzs Cat.1 Cat. 2 Catégorie 3 Catégorie 4 Catégorie 5
(ppm) | £100 > 100-500 » 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 0

autres

CL 50

limite 100 500 1500 2500 20000 50000 ]
ppm

— 3 J + 8 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance d'essai, sont
utilisés a chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/ concentration testée
— GHS: Systeme général harmonisé de classification

— 0! non classé

— Essai & 2 20 000 ppm/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 2 ter

Toxicité aigué par inhalation:

procédure d’essai avec une concentration initiale de 500 ppm/4h pour les gaz

100 ppm = 500 ppm 2500 ppm mpd 20000 ppm
3 animaux 3 animaux| 3 animaux 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux| 3 animaux| 3 animaux 3 animaux
sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2

| 3-6 || o-2 ||| 3-6 || o-2 |J| 3-6 || 0-2 E-El|3-4||1-2|| 0-0 |
) | — | | —

y A 2 A A A Y

S:zs Cat. 1 Cat. 2 Catégorie 3 Catégorie 4 Catégorie 5
(ppm)| €100 | >100-500 > 500-2500 »>2500-20000 | > 20000-50000 ©
6
@ 2500 []2UtreS
e 50 x l LI A X
g:‘r::e 100 500 1500 2500 20000 50000 o

— 3 J + 3 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance d‘essai,
sont utilisés a chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/ concentration testée
— SGH: Systéme général harmonisé de classification

— oo! NON classé

— Essai & = 20 000 ppm/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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procédure d’essai avec une concentration initiale de 2 500 ppm/4h pour les gaz

Appendice 2 quater

Toxicité aigué par inhalation:

100 ppm l— 500 ppm L_ 2500 ppm 20000 ppm
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2

Ed | EdEd | G| EEIEL

L 4 y v r h

g:zs Cat. 1 Cat. 2 Catégorie 3 Catégorie 4 Catégorie 5
(ppm) | <100 |>100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 20000-50000 L)

autres
(& 2500)

CL 50
limite ppm 100

500 1500 2500 20000 50000

— 3 J + 39, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance d‘essai,

sont utilisés a chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée
— SGH: Systeme général harmonisé de classification
— o0: non classé

— Essai & =2 20 000 ppm/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 2 quinquies
Toxicité aigué par inhalation:
procédure d’essai avec une concentration initiale de 20 000 ppm/4h pour les gaz
100 ppm 500 ppm 2500 ppm 20000 ppm
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2
X || CEE | | R | T | | e | e | e | e Y
1 L | ]
5-6 3-4
(& 2500) & (5000)
x — l = L — L.
g:zs Cat. 1 Cat. 2 Catégorie 3 Catégorie 4 Catégorie 5
(ppm) <100 > 100-500 > 500-2500 > 2500-20000 > 2000050000 «©
6
(2 2500) autres
CL 50 w * l w w w w
:;':,:e 100 500 | 1500 2500 20000 50000 w0

— 3 d + 3 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible & la substance d'essai, sont utilisés a

chaque étape

0. non classé

SGH: Systeme général harmonisé de classification

Essai a = 20 000 ppm/4h: voir document d‘orientation 39 (8)

0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée
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Appendice 3

Procédure a suivre pour chacune des concentrations initiales dans le cas des vapeurs (mg/l/4 h)

Remarques générales (1)

Pour chaque concentration initiale, les schémas d'essai figurant dans le présent appendice indiquent la procédure a suivre.
Appendice 3 bis: concentration initiale de 0,5 mg]l.
Appendice 3 ter: concentration initiale de 2,0 mg/l.
Appendice 3 quater:  concentration initiale de 10 mg/l.

Appendice 3 quinquies: concentration initiale de 20 mg/L.

Selon le nombre d’animaux morts ou euthanasiés, la procédure d’essai se poursuit en suivant les fleches indiquées.

(") Les tableaux ci-apres renvoient au systeme général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques (SGH). L'équivalent
de ce systeme au sein de I'Union européenne est le réglement (CE) n® 1272/2008. Dans le cas de la toxicité aigué par inhalation, le
réglement (CE) n® 1272/2008 (9) ne prévoit pas la catégorie 5.
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Appendice 3 bis

Toxicité aigué par inhalation:

procédure d’essai avec une concentration initiale de 0,5 mg/l/4h pour les vapeurs

0.5 mo/L

3 animaux
sexe 1

2 mogil —p 10 mgil 20 mgil
3 animaux 3 animaux 3 animaux

sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animaux

sexe 2 sexe 2 sexe 2

3 animaux
sexe 2

Il L3sllo-2]

I
Ca=d

| 3.6 || o0-2 5-6 [|3-a]f1-2]]0-0
| I—
w w w A 4 w v
SGH . . .
Vapeurs Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Cat. 4 Cat. 5
(mg/l) <05 >05-2 >2-10 >10 - 20 |~ 20 - 50 o
622 i:"gf 6 (a 10) (;'150) 3 (2 10)
h 4 1 1 1 l 1 L 4 y L 4 L 3
CL 50
limite § 0.05 0.5 1.5 2 2.5 5 |10 20 50 L]
ppm

- 0! non classé

- SGH: Systeme général harmonisé de classification

- Essai & 50 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)

- 3Jd + 3 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance d‘essai,
sont utilisés a chaque étape

- 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée
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Appendice 3 ter

Toxicité aigué par inhalation:

procédure d’essai avec une concentration initiale de 2 mgfl/4h pour les vapeurs

0.5 mg/L 2 mgil - 10 m gilL — 20 mogil
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1

3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux

sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2

L3-s Jlo-2 ||L3-s]lLe-2 ]|l 3-s_| 5-6 [§3-4]]1-2]fo-0
| 1

h 4 v v v w h 4 h 4
H P S P
33,36”,,5 Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Cat. 4 Cat. 5
(mg/l) 505 >0.5-2 >2-10 >10 -20 > 20 - 50 =0
(a2
w v A 4 v
CL 50
limite | 0.05 0.5 1.5 20 50 o
mg/l

— 3 J + 8 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance d'essai, sont
utilisés a chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée
— SGH: Systéeme général harmonisé de classification

— oo non classé

— Essai & 50 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 3 quater

Toxicité aigué par inhalation:

Procédure d’essai avec une concentration initiale de 10 mg/l/4h pour les vapeurs

0.5 Mg/l e 2 mgil i 10 mgil —r 20 mg/L
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux

sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux

sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2

36 ||o-2 el ] m [5-6 [s-a]]t-2] [o-0

h h w F r
3Spl-:-zurs Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Cat. 4 Cat. 5
(mg/l) <05 »05 -2 »2-10 »10 -20|»20 -50|
6@2) a:"gs 6 (3 10) é4'150 3 (3 10)
oL 50 r r h r r
g:‘r';e 0.05 05 15 2 2,5 5 |10 20 50 @

— 3 d + 3 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible & la substance d'essai,
sont utilisés a chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée
— SGH: Systeme général harmonisé de classification
— oo: NoON classé

— Essai a 50 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 3 quinquies

Toxicité aigué par inhalation:

Procédure d’essai avec une concentration initialede 20 mg(l/4h pour les vapeurs

hd

0.5mgil e 2 mogfl - 10mMgil g 20 mgfL
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2
Ls3-s Jleo-2 JIL3:s Jlo-2 J|L3:6 0-2 | 3-8 ||1-2 |i 0-0 |
L
5-6 3-4
3 20 3 20
w w w L w
GHS, Catégorie 1 Catégorie 2 Catégorie 3 Cat. 4 | Cat. 5
Vapeurs < 0.5 >0.5-2 >2-10 >10-20]>20 -50 L]
(mg/l) I
2 autres 2 4-5 "
Ie‘“) I @2 ey | HOSD)
w w A L 4 ¥
CL 50
limite [ 0-05 0.5 1.5 2 2,5 5110 20 50 0
ppm

— 3Jd +39,0u 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance d‘essai, sont
utilisés a chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée
— SGH: Systeme général harmonisé de classification
— 0! non classé

— Essai a 50 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 4

Procédure a suivre pour chacune des concentrations initiales dans le cas des aérosols (mgfl/4 h)

Remarques générales (')

Pour chaque concentration initiale, les schémas d'essai figurant dans le présent appendice indiquent la procédure a suivre.

Appendice 4 bis: concentration initiale de 0,05 mg/l.
Appendice 4 ter: concentration initiale de 0,5 mg/l.
Appendice 4 quater: concentration initiale de 1 mg|l.

Appendice 4 quinquies: concentration initiale de 5 mg]l.

Selon le nombre d’animaux morts ou euthanasiés, la procédure d'essai se poursuit en suivant les fleches indiquées.

(") Les tableaux ci-apres renvoient au systéme général harmonisé de classification et d’étiquetage des produits chimiques (SGH). L'équivalent
de ce systeme au sein de I'Union européenne est le réglement (CE) n® 1272/2008. Dans le cas de la toxicité aigué par inhalation, le
réglement (CE) n® 1272/2008 (9) ne prévoit pas la catégorie 5.
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Appendice 4 bis

Toxicité aigué par inhalation:

Procédure d’essai avec une concentration initiale de 0.05 mg/l/4h pour les vapeurs

0.05 mg/L = osmol | ™ 1 mgil = 5mgiL
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2

| | | | | | | | —
| z-6 | o-2 || {36 |fo-2 ]| seffo-2{ffze]fi-2]]col]
| - | -

| — |
L 2 h r
SGH .
Pousséres | Cat.1 Catégorie 2 Cat.3 Catégorie 4 Catégorie 5
et <0.05 >0.05- 05 >05 -1 >1-5 >5-125
brouillar
ds 11
IS('aO. 5) I4»5 (éOS)I 3(a 0.5) I

L 50 L 2 l l l h r

limite I 0.05 I o.125| 0.25 I 05 I 1 I 225 I 5 I 125 I wl

mg/l

— 3 Jd + 3 9, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance
d‘essai, sont utilisés a chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée

SGH: Systéme général harmonisé de classification

— 0. non classé

Essai a 12,5 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 4 ter

Toxicité aigué par inhalation:

Procédure d’essai avec une concentration initiale de 0,5 mg/l/4h pour les aérosols

GHS
Pousséres
et
brouillards

CL 50
limite
mg/l

3 animaux

3 animaux

0.05 mo/L 0.5 mg/lL 1 mg/L 5 mgll
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux|
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1

3 animaux

3 animaux|

4

| 1 | /
P36 Jfo-2 ) Ms-6 Jfo-2 W3-8 Jfo-2 )36 }] 1-2][0o-0]
|

|

r

Cat. 1 Catégorie 2 Cat. 3| Catégorie 4 Catégorie 5
<0.05] »>0.05- 0.5 >0.5-1 >1-5 »>5-12.5
| o.o5| o.125| 0.25 | o.5| 1 | 2|25 | 5 | 12.5 | °°|

— 3 Jd + 3 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance

d‘essali, sont utilisés a chaque étape
— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée

— GHS: Systeme général harmonisé de classification

— 0! non classé
— Essai a 12,5 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 4 quater

Toxicité aigué par inhalation:

Procédure d’essai avec une concentration initiale de 1 mg[l/4h pour les aérosols

0.05 mg/l 0.5 mg/l o= 1 mgfl 5 mg/l
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animaux 3 animaux
sexe 2 | sexe 2 sexe 2 sexe 2
| ] ] ] ] ] ] | —
las o2 e ]foz2)a-afoz23s6]]1-2]fool]
l |
3@1
GHS  |Cat.1] Catégorie 2 Cat.3 Catégorie 4 Catégorie 5
st"”sse"es <0.05 >0.05- 0.5 0.5 - 1 >1-5 >5-12.5 ®
brouillards 1]
CL 50
limite | u.o5| u.125| 0.25 I n.5| 1 I 2 z.5| 5 I 12.5| wl
mg/|

— 0! non classé

— 3 J + 3 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance
d‘essai, sont utilisés & chaque étape

— 0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée

— GHS: Systeme général harmonisé de classification

— Essai a 12,5 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)
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Appendice 4 quinquies

Toxicité aigué par inhalation:

Procédure d’essai avec une concentration initiale de 5 mg/l/4h pour les aérosols

0.05 mg/L 0.5myl  fegem 1 mgil 5 mg/L
|3 animauxl |3 animaux I |3 animauxl |3 animaux
sexe 1 sexe 1 sexe 1 sexe 1
3 animaux 3 animaux 3 animauxl 3 animaux
sexe 2 sexe 2 sexe 2 sexe 2

| ] ] ] ] ] |  —
a6 | fo-2 ) W36 o2 fz-8ffo-2)fz6]fi-2]]o-o]
]

GHS Py T T

Pousséres |CaL 1 Catégorie 2 Cat. 3 Catégorie 4 Catégorie 5

et < 0.05 >0.05- 05 >05-1 >1-5 >5-125 L
brouillards

I .

ims [ oosJoresf o] os] 1] z[as] s ] 2s] =]
mg

3 J + 3 @, ou 6 animaux du sexe le plus sensible a la substance
d‘essai, sont utilisés a chaque étape

0-6: Nombre d‘animaux morts ou moribonds/concentration testée

GHS: Systéme général harmonisé de classification

— 0! non classé

Essai a 12,5 mg/l/4h: voir document d‘orientation 39 (8)»

9) le chapitre C.10 est remplacé par le texte suivant:

«C.10. ESSAI DE SIMULATION - TRAITEMENT AERO]}IE DES EAUX USEES: C.10-A: UNITES DE
TRAITEMENT PAR BOUES ACTIVEES - C.10-B: BIOFILMS

C.10-A: Unités de traitement par boues activées

INTRODUCTION

1. La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 303 (2001) de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques. Dans les années 50, on s'est rendu compte que les nouveaux tensioactifs provoquaient un gonflement
excessif de la mousse dans les stations de traitement des eaux usées et les cours d'eau. Ils n'étaient pas
complétement éliminés par le traitement aérobie et limitaient dans certains cas I'élimination d’autres matiéres
organiques. Ce constat a été a l'origine de nombreuses études sur les moyens d’éliminer les tensioactifs des eaux
usées et sur les possibilités d’application des nouvelles substances chimiques produites par I'industrie au traite-
ment des eaux usées. Des modeles d'unités représentant les deux principaux types de traitement biologique
aérobie des eaux usées (boues activées et lits a ruissellement, ou lits bactériens) ont été utilisés a cette fin. Il aurait
en effet été peu commode et trés cotteux de répartir chaque nouvelle substance entre différentes stations de
traitement a grande échelle et d’assurer un suivi des essais, méme au niveau local.

CONSIDERATIONS INITIALES
Unités de traitement par boues activées

2. Les descriptions de modeéles d’unités a boues activées mentionnent des dimensions comprises entre 300 ml et
environ 2 000 ml. Certaines unités, répliques assez fideles de stations en vraie grandeur, comportaient des
bassins de décantation ol les boues séjournaient avant d’étre renvoyées par pompage dans le bassin d'aération,
tandis que d’autres n'étaient pas équipées pour cette opération, par exemple le modele de Swisher (1). La
dimension de l'appareil résulte d'un compromis: il doit étre assez grand pour fonctionner correctement sur le
plan mécanique et traiter un volume d’échantillons suffisant sans que son fonctionnement en soit altéré et,
d'autre part, il ne doit pas occuper trop d’espace ni demander une quantité de matériel excessive.
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3. Deux types dappareils, appliqués au départ a I'étude des tensioactifs, ont été abondamment utilisés avec des
résultats satisfaisants: les unités d’'Husmann (2) et les unités a vase poreux (3) (4), qui sont décrites dans la
présente méthode d'essai. D’autres unités ont également fait leurs preuves, par exemple celle d’Eckenfelder (5).
Compte tenu du cotit relativement élevé et des efforts exigés par la conduite de cet essai de simulation, des essais
de sélection plus simples et moins onéreux, qui figurent a présent au chapitre C.4-A a F de la présente annexe
(6), ont été étudiés en parallele. L'expérience acquise avec de nombreux tensioactifs et d'autres produits
chimiques a montré que ceux qui donnaient un résultat positif aux essais de sélection (facilement biodégradables)
se dégradaient aussi au cours de l'essai de simulation. Certaines des substances rejetées par les essais de sélection
étaient acceptées d'apres les essais de biodégradabilité intrinseque [chapitres C.12 (7) et C.19 (8) de la présente
annexe| mais une partie seulement des substances formant ce dernier groupe se dégradait au cours de l'essai de
simulation, tandis que les substances écartées par les essais de biodégradabilité intrinseque n’étaient pas dégradées
au cours des essais de simulation (9) (10) (11).

4. Les essais de simulation conduits sous une seule combinaison de conditions expérimentales suffisent a remplir
certains objectifs; les résultats sont exprimés en pourcentage d’élimination de la substance d’essai ou du carbone
organique dissous (COD). Ce type d’essai est décrit dans la présente méthode d'essai. Toutefois, contrairement a
la précédente version du présent chapitre, qui n‘abordait qu'un seul type d’appareil traitant des eaux usées
synthétiques en mode couplé suivant une méthode relativement grossicre d’épuisement des boues, le présent
texte propose plusieurs variations. Il présente plusieurs options concernant les types d’appareil, les modes de
fonctionnement, les eaux usées et I'évacuation des boues épuisées. Il s'aligne étroitement sur la norme ISO
11733 (12), qui a été examinée trés attentivement durant sa préparation, bien que la méthode n'ait pas fait
l'objet d'un essai circulaire.

5. Pour dautres objectifs, il est nécessaire de connaitre la concentration de la substance d’essai dans l'effluent avec
plus de précision, ce qui demande une méthode plus élaborée. Le débit des boues épuisées, par exemple, doit
subir un contrdle plus précis durant chaque journée d'essai et sur toute la période de l'essai, et il faut faire
tourner les unités a plusieurs débits de boues épuisées. Pour que I'étude soit plus compléte, les essais doivent
aussi étre menés a deux ou trois températures différentes: le mode opératoire est exposé par Birch (13) (14) et
résumé a lappendice 6. Toutefois, les connaissances actuelles ne permettent pas de décréter quels modéles
cinétiques sont applicables a la biodégradation des produits chimiques lors du traitement des eaux usées et
dans le milieu aquatique en général. La cinétique de Monod, donnée a titre d’exemple a I'appendice 6, est limitée
aux substances dont la concentration atteint au moins 1 mgfl, mais de T'avis de certains, méme sous cette
condition, cela reste a démontrer. Des essais réalisés & des concentrations plus proches de celles trouvées
dans les eaux usées sont présentés a I'appendice 7, mais ces essais et ceux de 'appendice 6 ne figurent quen
appendices et ne font pas l'objet de méthodes d'essai.

Lits

6. Les modeles de lits percolateurs ont beaucoup moins retenu l'attention, sans doute parce qu’ils sont plus
encombrants et moins compacts que les modeles de stations a boues activées. Gerike et al. ont mis au point
des unités a lits percolateurs qu'ils ont fait fonctionner en mode couplé (15). Ces lits étaient relativement grands
(hauteur 2 m; volume 60 ) et demandaient pas moins de 2 I/h d’eaux usées chacun. Baumann et al. (16) ont
simulé des lits percolateurs en insérant dans des tubes de 1 m (14 mm de diamétre interne) des bandes de
polyester “velues” préalablement plongées dans des boues activées concentrées pendant 30 minutes. La substance
d’essai, qui constituait la seule source de carbone dans une solution de sels minéraux, était introduite par le haut
du tube vertical et la biodégradation était évaluée d’apres les mesures du COD dans l'effluent et du CO, dans les
dégagements gazeux.

7. Les filtres biologiques ont été simulés d'une autre maniere (15): on a alimenté les surfaces internes de tubes
rotatifs 1égérement inclinés par rapport a I'horizontale d’eaux usées (environ 250 ml/h) avec et sans la substance
d’essai, puis recueilli les effluents pour analyse du COD etfou de la substance d'essai étudiée.

PRINCIPE DE L’ESSAI

8. Cette méthode a été concue pour déterminer I'élimination et la biodégradation primaire etfou finale de
substances organiques solubles dans l'eau par des micro-organismes aérobies dans un systéme d'essai a fonc-
tionnement continu et simulant I'action des boues activées. Un milieu organique facilement biodégradable et la
substance d’essai organique forment la source de carbone et d'énergie des micro-organismes.

9. Deux unités d’essai a fonctionnement continu (stations a boues activées ou vases poreux) tournent en paralléle
dans des conditions identiques choisies en fonction de la finalité de l'essai. Normalement, le temps de rétention
hydraulique moyen est de 6 h et I'age moyen des boues (temps de rétention des boues) est de 6 a 10 jours. Les
boues sont épuisées par application de I'une des deux méthodes et la substance d’essai est habituellement ajoutée
a une concentration comprise entre 10 et 20 mg/l de carbone organique dissous (COD) aux eaux a traiter (milieu
organique) d’une seule des unités. La deuxieme unité sert de témoin pour déterminer la biodégradation dans le
milieu organique.

10. Le COD, de préférence, ou la demande chimique en oxygéne (DCO), ainsi que la concentration de la substance
d’essai (si nécessaire), sont déterminés par une analyse spécifique conduite sur des échantillons deffluents
fréquemment prélevés de l'unité qui regoit la substance d’essai. On suppose que la différence de concentration
du COD ou de la DCO dans les effluents de I'unité d’essai et de I'unité témoin est due a la substance d'essai ou a
ses métabolites organiques. On la compare ensuite a la concentration du COD ou de la DCO dans les eaux a
traiter attribuable a la substance d’essai, afin de déterminer les quantités de substance d’essai éliminées.
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19.

On parvient normalement a distinguer la biodégradation de la bioadsorption en étudiant attentivement la courbe
d’élimination en fonction du temps, et elle peut ordinairement étre confirmée par un essai de biodégradabilité
immédiate conduit a l'aide d'un inoculum acclimaté provenant de l'unité qui recoit la substance d’essai.

INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

1l est nécessaire de connaitre la pureté, la solubilité dans I'eau, la volatilité et les caractéristiques d’adsorption de
la substance d’essai pour étre en mesure d'interpréter les résultats correctement. Les substances volatiles et
insolubles ne peuvent normalement étre testées sans précautions particuliéres (voir appendice 5). Il faudrait
connaitre également la formule chimique développée ou, au moins, empirique, pour calculer les valeurs théo-
riques etfou vérifier les valeurs mesurées de paramétres tels que la demande théorique en oxygene (DthO), le
carbone organique dissous (COD) et la demande chimique en oxygéne (DCO).

Des données sur la toxicité de la substance d’essai a I'égard des micro-organismes (voir appendice 4) peuvent
aussi étre utiles a la sélection des concentrations d’essai appropriées, et essentielles pour l'interprétation correcte
de faibles valeurs de biodégradation.

NIVEAUX DE SEUIL

Dans l'application initiale de cet essai de simulation (de confirmation) a la biodégradation primaire des tensioac-
tifs, la mise sur le marché du tensioactif était subordonnée a un taux d'élimination supérieur a 80 pour cent. A
défaut d'atteindre un taux de 80 pour cent, on peut mener cet essai de simulation (de confirmation) a lissue
duquel le tensioactif ne sera mis sur le marché que s'il est éliminé a plus de 90 pour cent. En général, avec les
produits chimiques, la question d'un résultat d'essai positif ou négatif n'entre pas enjeu, et le pourcentage
d’élimination obtenu peut servir a calculer en gros la concentration probable dans I'environnement a introduire
dans I'évaluation des risques dus aux substances chimiques. Les résultats ont tendance a étre de type tout ou rien.
Le pourcentage d’élimination du COD atteint dans plusieurs études sur des substances chimiques pures était
supérieur a 90 pour cent pour plus des trois quarts des produits chimiques présentant un degré de biodégra-
dabilité significatif et supérieur a 80 pour cent pour plus de 90 pour cent d’entre eux.

Relativement peu de substances chimiques, par exemple des tensioactifs, sont présentes dans les eaux usées aux
concentrations (environ 10 mg C/l) appliquées dans cet essai. Certains produits chimiques peuvent étre inhibi-
teurs a de telles concentrations, tandis que la cinétique d’élimination d’autres substances risque d'étre différente
aux faibles concentrations. Il est possible d’évaluer la dégradation avec plus de précision en recourant a des
méthodes modifiées et en choisissant des concentrations de la substance d’essai réalistement faibles; les résultats
obtenus pourraient servir a calculer les constantes cinétiques. Cependant, non seulement les techniques expéri-
mentales ne sont pas encore entierement validées, mais les modeles cinétiques, qui reproduisent les réactions de
biodégradation, n’ont pas été établis (voir appendice 7).

SUBSTANCES DE REFERENCE

Pour sassurer que le mode opératoire est correctement suivi, il est quelquefois utile de tester des substances dont
le comportement est connu, parallelement aux substances d'essai étudiées. Il s'agit notamment de lacide
adipique, du 2-phénylphénol, du bnaphthol, de T'acide diphénique, de l'acide 1-naphthoique, etc. (9) (10) (11).

REPRODUCTIBILITE DES RESULTATS DES ESSAIS

1l existe beaucoup moins de rapports d’essais de simulation que de rapports d’essais de biodégradabilité immé-
diate. La reproductibilité entre essais conduits simultanément est bonne (de 10 a 15 pour cent) pour des
substances d’essai dégradées a 80 pour cent ou plus, mais la variabilité augmente pour les substances moins
bien dégradées. Certaines substances limites ont donné des résultats tres disparates (par exemple 10 pour cent,
90 pour cent) a différentes reprises au cours des neuf semaines de l'essai.

Les résultats obtenus a l'aide des deux types d’appareils ne différaient guere, mais certaines substances ont subi
une dégradation plus poussée et plus constante avec les eaux usées domestiques qu'avec les eaux usées synthé-
tiques reconstituées selon la formule de 'OCDE.

DESCRIPTION DE LA METHODE D’ESSAI
Appareils
Systeme d'essai

Le systéme d'essai d'une seule substance comprend une unité d’essai et une unité témoin, mais les analyses
spécifiques (biodégradation primaire) ne demandent qu'une unité d’essai. Une unité témoin peut servir a plusieurs
unités d’essai recevant des substances d’essai identiques ou différentes. En cas de couplage (appendice 3), chaque
unité d’essai doit avoir sa propre unité témoin. Le systeme d’essai peut consister en un modele de station a boues
activées: unité d’Husmann (appendice 1, figure 1) ou vase poreux (appendice 1, figure 2). Dans les deux cas, il
faut employer des récipients de stockage de capacité suffisante pour accueillir les eaux a traiter et les effluents
ainsi que des pompes pour doser les eaux a traiter, mélangés ou non a la solution contenant la substance d’essai.
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20. Chaque unité a boues activées se compose d'un récipient d’aération d’une capacité connue de quelque trois litres
de boues activées et d'un décanteur secondaire qui contient environ un litre et demi; il est possible de modifier
les volumes dans une certaine mesure en ajustant la hauteur du décanteur. L'utilisation de récipients de dimen-
sions différentes est permise a condition de leur faire supporter des charges hydrauliques comparables. S'il n’y a
pas moyen de maintenir la température de l'enceinte d'essai dans la gamme souhaitée, on recommande d’em-
ployer des récipients a chemise d’eau thermostatée. Les boues activées du décanteur sont ramenées dans le
récipient d’'aération, en continu ou a intervalles réguliers, a 'aide d’'un émulseur a air ou d’'une pompe doscuse,
pour y étre recyclée.

21. Le systeme du vase poreux consiste en un cylindre poreux a fond conique placé a lintérieur d'un récipient
légerement plus grand de la méme forme, mais fabriqué en matiére plastique imperméable. Le matériau qui
convient au cylindre poreux est du polyéthyléne de 2 mm d'épaisseur dont les pores n'excédent pas 90 pm. La
séparation des boues et du milieu organique traité est opérée par un passage différentiel a travers la paroi
poreuse. Les effluents se déversent dans I'espace annulaire d’oti ils débordent dans le récipient collecteur. Aucune
décantation n’a lieu, si bien qu'il n’y a pas de retour de boues. L'ensemble du systéeme peut étre monté dans un
bain-marie thermostaté. Les vases poreux s'obstruent et risquent de déborder au début. Si cela se produit, il faut
remplacer le revétement poreux interne par un revétement propre en commengant par siphonner les boues du
vase dans un seau propre avant d’enlever le revétement obstrué. Apres avoir essuyé le cylindre imperméable
extérieur, on place un revétement propre et on remet la boue dans le vase. Si des boues adherent sur les cotés du
revétement obstrué, celles-ci doivent étre soigneusement grattées et transférées. Le nettoyage des vases obstrués
s'effectue d’abord a l'aide d’un mince jet d’eau pour enlever les boues restantes, ensuite par trempage dans une
solution diluée d’hypochlorite de sodium, puis dans l'eau, et s'achéve par un ringage complet a l'eau.

22. 11 convient d’appliquer des techniques appropriées a I'aération des boues dans les récipients d’aération des deux
systemes, par exemple des cubes frittés (pierres diffuseuses) et de l'air comprimé. Si nécessaire, Iair sera épuré par
passage a travers un filtre convenable, et lavé. Une quantité dair suffisante doit étre insufflée dans le systéme
pour maintenir 'aérobiose et conserver les boues a I'état de floc pendant toute la durée de I'essai.

Appareil de filtration ou centrifugeuse

23. Les échantillons seront filtrés a travers une membrane possédant une porosité adéquate (diametre d’ouverture
nominal de 0,45 pm) qui adsorbe les substances organiques solubles et libére le moins possible de carbone
organique. Si les lits utilisés libérent du carbone organique, il faut les laver soigneusement a l'eau chaude afin
d'évacuer le carbone organique lixiviable. Une centrifugeuse tournant a 40 000 m/s? peut remplacer l'appareil de
filtration.

Matériel d’analyse

24. Appareils permettant de déterminer:

— le COD (carbone organique dissous) et le COT (carbone organique total), ou la DCO (demande chimique en
oxygene),

— la substance donnée, sl y a lieu,

— les solides en suspension, le pH, la concentration d’oxygéne dans l'eau,

— la température, l'acidité, l'alcalinité,

— l'ammonium, les nitrites et les nitrates, si 'essai est réalisé dans des conditions nitrifiantes.

Eau

25. Eau du robinet renfermant moins de 3 mg/l de COD. Mesurer l'alcalinité si elle est inconnue.
26. Eau désionisée contenant moins de 2 mgfl de COD.

Milieu organique

27. Les eaux usées synthétiques, les eaux usées domestiques ou un mélange des deux sont acceptés comme milieu
organique. Il a été démontré (11) (14) que les eaux usées domestiques employées seules augmentaient souvent le
pourcentage d’élimination du COD et entrainaient méme I'élimination et la biodégradation de certaines
substances chimiques non biodégradées par les eaux usées synthétiques formulées selon 'OCDE. En outre,
l'addition constante ou intermittente d’eaux usées domestiques stabilise souvent les boues activées, y compris
sa capacité a décanter convenablement, laquelle est déterminante. Aussi préconise-t-on l'utilisation d’eaux usées
domestiques. On mesure la concentration du COD ou de la DCO. Lacidité ou l'alcalinité du milieu organique
doivent étre connues. Il peut étre nécessaire de tamponner le milieu organique par un composé approprié
(hydrogénocarbonate de sodium ou dihydrogénophosphate de potassium) s’il est faiblement acide ou alcalin,
pour maintenir le pH & environ 7,5 £ 0,5 dans le récipient d’aération durant l'essai. La quantité de tampon a
ajouter et le moment de cette addition seront décidés au cas par cas. Lorsqu'on utilise des mélanges de facon
continue ou intermittente, le COD (ou la DCO) de ces mélanges doivent étre maintenus a une valeur & peu prés
constante, par exemple par dilution dans I'eau.
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Eaux usées synthétiques

Dans chaque litre d’eau du robinet, dissoudre 160 mg de peptone, 110 mg d’extrait de viande, 30 mg d'urée,
28 mg d’hydrogénophosphate de potassium anhydre (K,HPO,), 7 mg de chlorure de sodium (NaCl), 4 mg de
chlorure de calcium dihydraté (CaCl,.2H,0) et 2 mg de sulfate de magnésium heptahydraté (Mg,SO,4.7H,0).
Cette eau usée synthétique formulée selon TOCDE offre un exemple ot la concentration moyenne de COD dans
les eaux a traiter atteint quelque 100 mg/l. Utiliser en alternance d’autres compositions donnant a peu pres la
méme concentration de COD, plus proches des eaux usées domestiques. Si les eaux a traiter doivent étre moins
concentrées, diluer les eaux usées synthétiques, a 1/1 par exemple, dans de I'eau du robinet afin d’obtenir une
concentration d’environ 50 mg/(l. Ces eaux a traiter “allégées” favoriseront la croissance des organismes nitrifiants;
cette modification devra étre mise a profit au cas ou savére nécessaire I'étude de la simulation de stations
d’épuration des eaux usées en régime nitrifiant. Ces eaux usées synthétiques, a base d’eau distillée, peuvent étre
confectionnées sous une forme concentrée et stockées a environ 1 °C pendant une semaine au maximum. Selon
les besoins, diluer avec de l'eau du robinet (ce milieu n'est pas satisfaisant, notamment parce qu’il présente une
concentration en azote trés élevée et une teneur en carbone relativement faible, mais rien de mieux n'a été
suggéré, en dehors d'un apport supplémentaire de tampon phosphate et de peptone).

Eaux usées domestiques

Utiliser des eaux usées qui viennent d’étre décantées, recueillies quotidiennement dans une station d’épuration qui
regoit principalement des eaux usées domestiques. Elles doivent étre prélevées avant la sédimentation primaire,
au niveau du déversoir de la cuve de sédimentation primaire ou dans les eaux brutes de la station de traitement
par boues activées. Les eaux usées peuvent étre utilisées apres plusieurs jours de stockage (généralement pas plus
de sept) a environ 4 °C, s'il est prouvé que le COD (ou la DCO) n'ont pas diminué de maniére significative (C'est-
a-dire de moins de 20 pour cent) durant le stockage. Afin de limiter la perturbation du systeme, il conviendrait
d’ajuster le COD (ou la DCO) de chaque nouveau lot avant son utilisation a une valeur constante adéquate, par
exemple en le diluant avec de I'eau du robinet.

Boues activées

Prélever les boues activées destinées a l'inoculation dans la cuve d’aération d'une station d’épuration des eaux
usées correctement exploitée ou d’'une unité a boues activées concue a I'échelle expérimentale traitant principa-
lement des eaux usées domestiques.

Solutions meres de la substance d’essai

Pour les substances présentant une solubilité convenable, préparer des solutions meéres aux concentrations
appropriées (par exemple, 1 a 5gfl) dans de l'eau désionisée, ou dans la fraction minérale de I'eau usée
synthétique. En ce qui concerne les substances insolubles et volatiles, se reporter a l'appendice 5. Déterminer
le COD et le carbone organique total (COT) de la solution mére et répéter les mesures a chaque nouveau lot. Si
la différence entre le COD et le COT excede 20 pour cent, il faut vérifier I'hydrosolubilité de la substance d’essai.
Comparer le COD ou la concentration de la substance d’essai mesurée par une analyse spécifique de la solution
mere a la valeur nominale, pour s'assurer que la récupération est suffisante (elle doit normalement dépasser
90 pour cent). Vérifier, en particulier pour les dispersions, si le COD peut étre utilisé comme parameétre d’analyse
ou si seule une technique d’analyse spécifique de la substance d'essai est applicable. Les dispersions imposent la
centrifugation des échantillons. Pour chaque nouveau lot, mesurer le COD, la DCO, ou la substance d’essai par
une analyse spécifique.

Déterminer le pH de la solution mere. Les valeurs extrémes indiquent que l'addition de la substance est
susceptible d'influencer le pH des boues activées dans le systeme d’essai. Dans ce cas, il faut neutraliser la
solution mere a pH 7 + 0,5 avec de faibles quantités d'un acide ou d'une base inorganiques, tout en évitant la
précipitation de la substance dessai.

MODE OPERATOIRE

Le mode opératoire est décrit pour les unités a boues activées; pour le systeme du vase poreux, il doit étre
légerement adapté.

Préparation de linoculum

Au début de Tessai, inoculer le systeme d’essai avec des boues activées ou un inoculum contenant une faible
concentration de micro-organismes. L'inoculum est conservé dans un endroit aéré a température ambiante avant
d'étre utilisé dans les 24 heures. Dans le premier cas, on préleve un échantillon de boues activées de la cuve
d’aération d’une station d’épuration biologique des eaux usées exploitée avec efficacité ou d’une installation de
traitement de laboratoire qui soit essentiellement alimentée par des eaux usées domestiques. Sil y a lieu de
simuler des conditions nitrifiantes, collecter les boues d'une station de traitement des eaux usées en régime
nitrifiant. Déterminer la concentration des solides en suspension et, si nécessaire, concentrer les boues par
décantation pour que le volume ajouté au systéme d'essai soit minimal. Vérifier que la teneur en matiére
seche de départ tourne autour de 2,5 g/l.

Dans le deuxiéme cas, 2ml/l a 10 ml/l d'un effluent d’'une station d'épuration biologique des eaux usées
constitueront I'inoculum. Afin de réunir autant d’espéces bactériennes que possible, il peut étre utile d’ajouter
des inoculums de diverses autres sources, par exemple les eaux de surface. Dans ces conditions, les boues activées
vont se former et se développer dans le systtme d’essai.
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Dosage du milieu organique

36. Nettoyer méticuleusement les récipients destinés a recevoir les eaux a traiter et les effluents ainsi que les tuyaux
reliant ces deux récipients, afin de prévenir toute prolifération de micro-organismes, au début de T'essai et tout au
long de celui-ci. Assembler les systemes d’essai dans une piece thermostatée (normalement entre 20 et 25 °C) ou
utiliser des unités d’essai a chemise d’eau. Préparer un volume suffisant du milieu organique requis (paragraphes
27-29). Commencer par remplir le récipient d’aération et le décanteur avant d'introduire I'inoculum (paragraphes
34, 35). Actionner le dispositif d’aération de telle sorte que les boues soient maintenues en suspension et en
aérobiose, et entamer le dosage des eaux a traiter et le recyclage des boues décantées. Doser le milieu organique
des récipients de stockage et introduire ce dernier dans les récipients d’aération (paragraphes 20, 21) des unités
d’essai et témoin et recueillir leurs effluents respectifs dans des récipients de stockage similaires. Le temps de
rétention hydraulique normal de 6 heures sera assuré par un pompage du milieu organique a raison de 0,5 1/h.
Pour confirmer ce débit, mesurer la quantité quotidienne de milieu organique dosé en enregistrant la diminution
de volume du milieu dans les récipients de stockage. Il faudrait faire appel a d’autres méthodes de dosage pour
déterminer les effets du déversement intermittent et du traitement de “choc” par des produits chimiques.

37. Si le milieu organique est préparé en vue d’une utilisation dont la durée dépasse un jour, il y a lieu de le
réfrigérer a environ 4 °C ou de le conserver par une autre méthode adéquate, afin de prévenir la croissance des
micro-organismes et la biodégradation en dehors des unités d’essai (paragraphe 29). Si 'on emploie une eau usée
synthétique, il est possible de préparer et d’entreposer a environ 4 °C une solution mére concentrée (par exemple
dix fois la concentration normale, voir paragraphe 28). Cette solution mére peut étre convenablement mélangée
a un volume adéquat d’eau du robinet avant usage, ou étre pompée directement, tandis que le volume adéquat
d’eau du robinet est pompé séparément.

Dosage de la substance dessai

38. Un volume approprié de la solution mére de la substance d’essai (paragraphe 31) est introduit dans le récipient
de stockage des eaux a traiter ou dosé directement, a l'aide d’'une autre pompe, dans le récipient d’aération. La
concentration d’essai moyenne normale dans les eaux a traiter doit se situer entre 10 mg/l et 20 mg/l de COD, et
la concentration maximale a 50 mg/l. Si T'hydrosolubilité de la substance d'essai est faible ou si des effets
toxiques risquent de se produire, abaisser la concentration a 5 mg/l de COD ou méme moins, mais seulement
si une méthode d’analyse spécifique est applicable (les substances d’essai dispersées peu solubles dans I'eau
peuvent étre ajoutées par le biais de techniques de dosage spéciales, voir appendice 5).

39. Une fois que le systéme est stabilisé et élimine le COD du milieu organique avec efficacité (environ 80 pour
cent), commencer a ajouter la substance d’essai. Il est important de vérifier que toutes les unités travaillent avec
le méme rendement avant d’ajouter la substance d’essai; si ce n'est pas le cas, il est souvent utile de mélanger les
différentes boues et de redistribuer des volumes égaux aux unités. Lorsqu'on utilise un inoculum de quelque
2,5 gfl (poids sec) de boues activées, la substance d’essai peut étre ajoutée des le début de I'essai, car 'addition
directe de quantités croissantes dés le départ offre I'avantage de pouvoir rendre les boues activées mieux
adaptables a la substance d’essai. Quelles que soient les modalités de l'adjonction de la substance d'essai, il
est recommandé de mesurer les débits et/ou les volumes correspondants dans le(s) récipient(s) de stockage a
intervalles réguliers.

Manipulation des boues activées

40. La concentration des solides des boues activées se stabilise normalement durant l'essai, quel que soit I'inoculum
utilisé, entre 1 et 3 g/l (poids sec) suivant la qualité et la concentration du milieu organique, les conditions
expérimentales, la nature des micro-organismes présents et l'influence de la substance d'essai.

41. Déterminer les solides en suspension dans les récipients d’aération au moins une fois par semaine en jetant les
boues excédentaires, afin de maintenir la concentration entre 1 g/l et 3 g/l (poids sec), ou veiller a la constance de
I'age moyen des boues, qui doit généralement se situer entre 6 et 10 jours. Si I'on choisit, par exemple, un temps
de rétention des boues de 8 jours, on enlevera chaque jour 1/8 du volume des boues activées dans le récipient
d’aération et on le jettera. Effectuer cette opération quotidiennement ou, de préférence, utiliser une pompe
automatique intermittente. Le maintien de la concentration des solides en suspension a une valeur constante
ou entre des limites étroites ne fige pas le temps de rétention des boues, qui est la variable permettant de
déterminer la concentration de la substance d’essai dans l'effluent.

42. Tout au long de l'essai, Oter au moins une fois par jour la boue qui adhére aux parois du récipient d’aération et
du décanteur et remettre cette derniére en suspension. Inspecter et nettoyer régulierement tous les tuyaux afin de
prévenir la croissance d'un biofilm. Recycler les boues décantées du décanteur en la renvoyant dans le récipient
d’aération, de préférence par pompage intermittent. Le systéme des vases poreux ne comporte pas de recyclage,
mais il faut veiller a placer des cylindres internes propres avant que le volume n’atteigne une croissance
significative dans le récipient (paragraphe 21).

43. Une mauvaise décantation et des pertes de boues peuvent se produire dans les unités d’'Husmann. On peut y
remédier en effectuant en paralléle dans les unités d'essai et les unités témoin une ou plusieurs des opérations
énumérées ci-dessous:
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— ajouter des boues fraiches ou un floculant (2 ml par récipient d’'une solution de FeCl; a 50 gfl, par exemple) a
intervalles réguliers, par exemple hebdomadaires, en s'assurant que le FeCl; ne réagit pas avec la substance
d’essai et ne la fasse pas précipiter,

— remplacer I'émulseur a air par une pompe péristaltique, afin d'instaurer un flux de recirculation des boues a
peu prés égal au débit entrant a appliquer et de permettre la formation d’une zone anaérobie dans les boues
décantées (la géométrie du dispositif airlift limite le débit minimum du retour des boues a environ douze fois
celui des eaux a traiter),

— pomper les boues, par intermittence, du décanteur vers le récipient d’aération (par exemple pendant
5 minutes toutes les 2,5 heures afin de recycler 1 a 1,5 1/h,

— utiliser un agent antimousse non toxique a une concentration minimale pour empécher les pertes dues a
la formation de mousse (de I'huile de silicone, par exemple),

— insuffler de lair a travers les boues dans le décanteur par puissantes saccades (par exemple pendant
10 secondes toutes les heures),

— doser le milieu organique par intervalles dans le récipient d'aération (par exemple pendant 3 a
10 minutes toutes les heures).

Echantillonnage et analyse

44. A intervalles réguliers, mesurer la concentration d’oxygéne dissous, la température et le pH des boues activées
dans les récipients d’aération. Faire en sorte qu'il y ait toujours suffisamment d’oxygeéne disponible (> 2 mgfl) et
que la température demeure dans la gamme requise (normalement de 20 °C a 25 °C). Maintenir le pHa 7,5 £ 0,5
en dosant de petites quantités d'une base ou dun acide inorganiques que l'on introduit dans le récipient
d’aération ou dans les eaux a traiter, ou en augmentant le pouvoir tampon du milieu organique (voir paragraphe
27). Si une nitrification a lieu, elle génere de l'acide, I'oxydation de 1 mg d'azote produisant I'équivalent de
quelque 7 mg de CO;. La fréquence des mesures dépend du parametre 3 mesurer et de la stabilité du systéme, et
peut varier entre une cadence journaliére et hebdomadaire.

45. Déterminer le COD ou la DCO dans les eaux a traiter des récipients d’essai et témoins. Mesurer la concentration
de la substance d'essai dans les eaux brutes par une analyse spécifique ou estimer cette variable d’apres la
concentration dans la solution mere (paragraphe 31), le volume utilisé et la quantité d’eaux usées dosées
dans l'unité dessai. Il est recommandé de calculer la concentration de la substance d’essai afin de réduire la
variabilité des données relatives a la concentration.

46. Prélever des échantillons appropriés dans leffluent recueilli (par exemple des échantillons composites sur
24 heures) qui seront filtrés a travers une membrane a pores de 0,45 pm ou centrifugés a environ 40
000 m/s> pendant prés d'un quart d’heure. Il convient de recourir a la centrifugation si la filtration pose des
difficultés. Déterminer le COD ou la DCO au moins deux fois, afin de mesurer par une analyse spécifique de la
substance d’essai la biodégradation finale et, selon les besoins, la biodégradation primaire.

47. Lutilisation de la DCO peut donner lieu a des problemes analytiques aux faibles concentrations et n’est donc
recommandée que si la concentration dlessai est suffisante (environ 30 mg/fl). S'agissant de substances tres
adsorbantes, on préconise de mesurer la quantité de substance adsorbée dans les boues par une technique
d’analyse spécifique de la substance d’essai.

48. La fréquence de I'échantillonnage dépend de la durée supposée de I'essai. Un rythme de trois fois par semaine est
recommandé. Une fois que les unités fonctionnent de maniére efficace, on leur laisse une période d’adaptation de
une a six semaines maximum apres I'introduction de la substance d'essai, afin de leur permettre d’atteindre un
état stationnaire. Il faut, de préférence, obtenir au moins 15 valeurs valables pendant la phase plateau (para-
graphe 59), qui dure normalement trois semaines, pour évaluer le résultat de l'essai. L'essai peut s'arréter 1a si 'on
a atteint un degré d’élimination suffisant (par exemple supérieur a 90 pour cent) et si I'on posséde ces 15 valeurs
issues d’analyses conduites chaque jour de semaine pendant trois semaines. L'essai ne doit normalement pas se
prolonger au-dela de 12 semaines aprés I'addition de la substance d’essai.

49. Si les boues sont nitrifiantes et que les effets de la substance d’essai sur la nitrification sont a étudier, analyser des
échantillons prélevés dans les effluents de T'unité d’essai et de l'unité témoin, au moins une fois par semaine pour
I'ammonium etfou les nitrites et nitrates.

50. Toutes les analyses doivent étre exécutées le plus vite possible, en particulier celles qui portent sur 'azote. Au cas
ou les analyses doivent étre différées, conserver les échantillons & environ 4 °C a I'obscurité dans des bouteilles
pleines et bouchées hermétiquement. Sl y a lieu de stocker les échantillons pendant plus de 48 heures, on les
conservera par congélation, acidification (par exemple 10 ml/l d'une solution d’acide sulfurique a 400 gfl) ou par
adjonction d'un toxique approprié [par exemple 20 ml/l d’'une solution de chlorure de mercure (II) a 10 gfI].
Sassurer que la technique de conservation n'influence pas les résultats de l'analyse.
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51.

52.

53.

54.

Couplage des unités d'essai

Si Ton effectue un couplage (appendice 3), échanger quotidiennement la méme quantité de boues activées (de
150 ml a 1 500 ml pour les récipients d’aération contenant trois litres de liquide) entre les récipients d’aération
de T'unité d'essai et de T'unité témoin. Si la substance d'essai s'adsorbe fortement sur les boues, n’échanger que le
surnageant des décanteurs. Introduire dans les deux cas un facteur de correction dans le calcul des résultats de
l'essai (paragraphe 55).

RESULTATS ET RAPPORT

Traitement des résultats

Calculer le pourcentage d’élimination de la substance dessai en termes de COD ou de DCO pour chaque
évaluation programmée dans le temps a l'aide de 'équation suivante:

G —(E-E
D, = M % 100
S
olt
D, = pourcentage d’élimination du COD ou de la DCO a linstant ¢
C, = COD ou DCO dans les eaux a traiter, induits par la substance d’essai, estimés de préférence a partir de la

solution mere (mg]l);

E = valeur mesurée du COD ou de la DCO dans les effluents d’essai a l'instant t (mg/l);

rm
1

valeur mesurée du COD ou de la DCO dans les effluents témoins a linstant t (mg/l).

Le degré délimination du COD ou de la DCO du milieu organique de I'unité témoin est utile pour évaluer
l'activité de biodégradation des boues activées pendant lessai. Calculer le pourcentage d'élimination selon
I'équation suivante:

Cy—E
Dp =100
Cym

ou

Dy = pourcentage d’élimination du COD ou de la DCO du milieu organique de I'unité témoin a linstant t;

Cy = COD ou DCO du milieu organique des eaux brutes témoins (mg/l).

Calculer, facultativement, le pourcentage d’élimination du COD ou de la DCO engendrés par le milieu organique
et la substance d’essai dans I'unité d’essai, & partir de I'équation suivante:

pr=ST=E 100
T = I

ol
Dr = pourcentage d’élimination du COD ou de la DCO dans la totalité des eaux brutes d’essai;
Cr = COD ou DCO de la totalité des eaux brutes d'essai ou calculés a partir des solutions meéres (mg/l).

Calculer I'élimination de la substance d’essai si elle a été mesurée par une méthode d’analyse spécifique a chaque
instant d'évaluation, selon I'équation suivante:

Se

x 100

S —
DST = Sl

ol

Dgp = pourcentage d’élimination primaire de la substance d’essai a linstant t;

n
|

= concentration mesurée ou estimée de la substance d’essai dans les eaux brutes d’essai (mg|l);

(%)
1

concentration mesurée de la substance d'essai dans les eaux brutes d'essai a l'instant t (mg/l).
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55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

En mode couplé, compenser la dilution de la substance d'essai dans le récipient d’aération, occasionnée par
I'échange de boues, par un facteur de correction (voir appendice 3). Si on a appliqué un temps de rétention
hydraulique moyen de six heures et échangé la moitié du volume de boues activées contenu dans le récipient
d’aération, il faut corriger les valeurs déterminées de I'élimination quotidienne (D,, paragraphe 52) afin d’obtenir
le degré réel d’élimination, D,, de la substance d'essai, a partir de I'équation suivante:

4D, — 100

Dy = 3

Expression des résultats de I'essai

Tracer une courbe des pourcentages d’élimination D, (ou D) et Dgy, le cas échéant, en fonction du temps (voir
appendice 2). Certaines conclusions peuvent étre tirées de l'allure de la courbe d’élimination de la substance
d'essai (proprement dite ou a travers le COD) sur le processus d'élimination.

Adsorption

Si I'on observe une élimination élevée de la substance d’essai en termes de COD dés le début de l'essai, cette
substance est probablement évacuée par adsorption sur les solides des boues activées. Il est possible de prouver
ce phénomene en mesurant la substance d’essai adsorbée au moyen d’une analyse spécifique. 1l est rare que
I'élimination du COD de substances adsorbables demeure élevée tout au long de l'essai; normalement, le degré
d’élimination est élevé au départ puis décline progressivement jusqua une valeur d’équilibre. Si toutefois la
substance d’essai était de nature a acclimater la population de micro-organismes d’une fagon ou d'une autre,
I'élimination du COD de la substance d’essai augmenterait pour atteindre une valeur plateau élevée.

Phase de latence

Beaucoup de substances d’essai, comme cela se produit dans les essais de sélection statiques, traversent une phase
de latence avant que la biodégradation n'opeére a plein régime. Durant la phase de latence, les bactéries qui
dégradent sacclimatent ou s'adaptent et n'éliminent presque pas la substance d’essai, ensuite elles commencent a
croitre. Cette phase s'achéve et la phase de dégradation est censée débuter lorsque environ 10 pour cent de la
quantité initiale de la substance d’essai est éliminée (y compris par adsorption, le cas échéant). La phase de
latence est souvent trés variable et peu reproductible.

Phase plateau

Le plateau de la courbe d’élimination d’un essai conduit en continu est défini comme la phase au cours de
laquelle la dégradation est maximale. La phase plateau doit durer au moins trois semaines et étre déterminée par
une quinzaine de valeurs mesurées valables.

Degré moyen d’élimination de la substance d’essai

Calculer la moyenne des valeurs d’élimination (D,) de la substance d’essai durant la phase plateau. Arrondie au
nombre entier le plus proche (1 %), elle représente le degré d’élimination de la substance d’essai. On recom-
mande également de calculer Iintervalle de confiance a 95 % de la valeur moyenne.

Elimination du milieu organique

Porter sur un graphique le pourcentage d’élimination du COD ou de la DCO du milieu organique dans l'unité
témoin (Dp) en fonction du temps. Indiquer le degré d’élimination moyen comme pour la substance d'essai

(paragraphe 60).

Indication de la biodégradation

Si la substance d'essai n'est pas adsorbée de facon significative sur les boues activées et que la courbe d’élimi-
nation présente le profil typique d'une courbe de biodégradation avec phase de latence, dégradation et plateau
(paragraphes 58, 59), I'élimination mesurée est attribuable a coup sir a la biodégradation. Si I'élimination est
élevée au début, l'essai de simulation ne permet pas de faire la distinction entre les processus d’élimination
biologiques et non biologiques. Dans ces cas-1a, comme dans d’autres oti la biodégradation suscite des doutes,
(par exemple si on observe une séparation), analyser les substances d’essai adsorbées ou effectuer des essais de
biodégradation statiques supplémentaires fondés sur des paramétres qui attestent clairement des processus
biologiques. 1l s'agit d’essais basés sur la consommation d’oxygéne [chapitres C.4-D, E et F de la présente
annexe (6)] ou sur la mesure de la production de dioxyde de carbone [chapitre C.4-C de la présente annexe
(6)] ou de Tessai au CO, dans l'espace de téte de I1SO (18), & conduire sur un inoculum préexposé provenant de
lessai de simulation. Si I'élimination du COD et de la substance proprement dite ont été mesurées, des
différences significatives (le premier étant inférieur a la seconde) entre les pourcentages indiquent que les
effluents renferment des produits organiques intermédiaires susceptibles d'étre plus difficiles a dégrader que la
substance parente.
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Validité des résultats de l'essai

63. Lobtention d'informations sur l'activité de biodégradation normale de l'inoculum est subordonnée a la déter-
mination du degré d'élimination du milieu organique (paragraphe 53) dans I'unité témoin. L'essai est considéré
comme valable si le degré d’élimination du COD ou de la DCO dans la ou les unités témoins est supérieur a
80 pour cent aprés deux semaines et quaucun phénomeéne inhabituel n'a été observé.

64. Si on a utilisé une substance de référence immédiatement biodégradable, le degré de biodégradation (D,
paragraphe 52) doit étre supérieur a 90 pour cent.

65. Silessai est mené dans des conditions nitrifiantes, la concentration moyenne dans les effluents doit étre < 1 mg/l
d’azote ammoniacal et < 2 mg/l d'azote sous forme de nitrites.

66. Faute de remplir ces critéres (paragraphes 63-65), recommencer l'essai en prélevant I'inoculum a une source
différente, mettre une substance de référence a l'essai et réexaminer tout le mode opératoire.

Rapport d’essai

67. Le rapport d'essai doit inclure les informations suivantes:
Substance d’essai:
— nature chimique,
— état physique et, sil y a lieu, propriétés physico-chimiques.
Conditions d'essai:
— type de systeme d'essai; toute modification imposée par I'essai de substances insolubles et volatiles,
— type de milieu organique,
— proportion et nature des effluents industriels dans les eaux usées, s7ils sont connus,
— inoculum, nature et site(s) de prélevement, concentration et prétraitement éventuel,

— solution mére de la substance d'essai: teneur en COD et en COT; mode de préparation, sil sagit d’une
suspension; concentration d’essai appliquée; justifier pourquoi, le cas échéant, on s’écarte de l'intervalle 10 a
20 mg(l de COD; méthode d’addition; date de la premiére addition; toute modification,

— 4ge moyen des boues et temps de rétention hydraulique moyen; méthode d’épuisement des boues; méthodes
pour vaincre le foisonnement, pertes de boue, etc.,

— techniques d’analyse employées,

— température d’essai,

— qualités du foisonnement des boues, indice des boues, matiéres en suspension de la liqueur mixte,
— tout écart du mode opératoire normal et toute circonstance susceptibles d’avoir affecté les résultats.
Résultats de lessai:

— toutes les données mesurées (COD, DCO, analyses spécifiques, pH, température, concentration d’oxygene,
solides en suspension, substances azotées, le cas échéant),

— toutes les valeurs calculées de D, (ou D), Dy, Dg; présentées sous forme de tableau et de courbes d’élimi-
nation,

— informations sur les phases de latence et de plateau, durée de l'essai, degré d’élimination de la substance
d’essai et du milieu organique dans I'unité témoin, données statistiques, conclusions sur la biodégradabilité et
validité de l'essai,

— examen des résultats.
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Appendice 1

Figure 1
Matériel utilisé pour évaluer la biodégradabilité

Unité d’Husmann

Air

R ettt

———
Air

A. Récipient de stockage E. Emulseur i air

B. Pompe doseuse F. Collecteur

C. Récipient d'aération (3 litres) G. Cuve d'aération

D. Décanteur H. Débitmetre dair

Figure 2
Matériel utilisé pour évaluer la biodégradabilité

Vase poreux
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A. Récipient de stockage E. Collecteur
B. Pompe doseuse F. Diffuseur
C. Vase d’aération poreux G. Débitmetre d’air
D. Enveloppe imperméable
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Figure 3

Agrandissement du vase d’aération poreux de 3 litres
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Appendice 2

Exemple d’'une courbe d’élimination

Polyéthylene glycol 400
Concentration d'essai 20 mg/l COD
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Appendice 3

COMPLEMENT D'INFORMATION

COUPLAGE DES UNITES D’ESSAI

Pour tenter d’égaliser les populations de micro-organismes dans les boues de I'unité d’essai, qui recoit les eaux usées et une
substance d'essai, et de l'unité témoin, qui ne regoit que les eaux usées, on a instauré un échange de boue quotidien entre
ces deux unités (1). Ce procédé dit “de couplage” a donné lieu a la méthode des unités couplées. Le couplage, réalisé au
départ sur des unités a boues activées de Husmann, a aussi été appliqué a des unités a vase poreux (2) (3). Les résultats
obtenus avec les unités couplées et non couplées, quil sagisse des unités d’'Husmann ou des unités & vase poreux, ne
donnent lieu a aucune différence significative, si bien quil n’y a aucun avantage a investir plus de temps et d’énergie dans
le couplage.

Les échanges de boue peuvent laisser croire a une élimination assez considérable, puisquune partie de la substance d’essai
est transférée et que I'écart entre la concentration de la substance d’essai dans les effluents d'essai et dans les effluents
témoins se comble. Il faut donc appliquer des facteurs de correction qui dépendent de la fraction échangée et du temps de
rétention hydraulique moyen. Une méthode de calcul plus détaillée a été publiée (1).

Calculer le degré d’élimination corrigé du COD ou de la DCO selon la formule générale suivante:

D = (D, — 100 - a - 1/12)/(1 — a - 1]12) %

= pourcentage d’élimination corrigé du COD ou de la DCO;

D, = pourcentage d’élimination déterminé du COD ou de la DCO;
a = fraction volumique échangée entre les unités a boues activées;
r = temps de rétention hydraulique moyen (h)

Si, par exemple, la moitié du volume du récipient d’aération est échangée (a = 0,5) et que le temps de rétention
hydraulique moyen est de 6 h, la formule de correction devient:

4D, — 100

De=""5—

BIBLIOGRAPHIE:
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Appendice 4

EVALUATION DE LINHIBITION DES BOUES ACTIVEES

Inhibition par les substances d’essai

. 11 se peut quune substance chimique (ou des eaux usées) ne soient ni dégradées ni éliminées au cours de l'essai de

simulation et qu'elles inhibent de surcroit les micro-organismes des boues. D’autres composés chimiques sont biodé-
gradés a faible concentration, mais ont une action inhibitrice a des concentrations supérieures (hormese). Les effets
inhibiteurs peuvent avoir été révélés a un stade précédent ou étre déterminés par un essai de toxicité, conduit sur un
inoculum semblable ou identique a celui utilisé au cours de l'essai de simulation (1). Ces méthodes ont trait a
l'inhibition de la fixation d’oxygéne [chapitre C.11 de la présente annexe (2) et norme ISO 8192 (3)] ou a l'inhibition
de la croissance des organismes des boues [norme ISO 15522 (4)].

. Une inhibition survenant au cours d’un essai de simulation se manifestera par une différence de COD ou de DCO entre

les effluents du récipient d’essai et ceux du récipient témoin supérieure au COD ajouté par la substance d’essai. En
d’autres termes, la présence de la substance d'essai abaissera le pourcentage d'élimination du COD (et de la demande
biochimique en oxygéne DBO, de la demande chimique en oxygéne DCO, et/ou de I'ion NH*,) du milieu organique
traité. Si cela se produit, il faudrait recommencer I'essai en ramenant la concentration de la substance d'essai jusqua un
niveau ot elle nest pas inhibitrice et éventuellement aussi en diminuant davantage sa concentration jusqu'a une valeur
ou eclle est biodégradée. Néanmoins, si la substance d'essai (ou les eaux usées) alterent le processus a toutes les
concentrations testées, il est vraisemblable que la substance est difficile, voire impossible, a traiter par voie biologique,
mais il peut étre pertinent de répéter l'essai avec des boues activées prélevées a une autre source etfou en soumettant
les boues & une acclimatation plus progressive.

. Par contre, si la substance d’essai est éliminée par voie biologique du premier coup dans l'essai de simulation, il

convient d’accroitre sa concentration si 'on cherche a savoir si elle a un pouvoir inhibiteur.

. N'oublions pas, lorsquon tente de déterminer les degrés d’inhibition, que la population d'une boue activée est

susceptible d’évoluer, si bien qu'avec le temps, les micro-organismes peuvent devenir résistants vis-a-vis d’une substance
inhibitrice.

. Calcul du degré d'inhibition:

Les pourcentages d’élimination globaux R, de la DBO, du COD, de la DCO, etc., dans les unités d’essai et témoins
peuvent étre calculés comme suit:

R, = 100 (I — B)/I %

ou:

I = concentration de la DBO, du COD, de la DCO etc., dans les eaux a traiter des récipients d’essai ou témoins
(mg/l);

E = concentrations respectives dans les effluents (mg/l).

I et E doivent étre corrigés pour tenir compte du COD provenant de la substance d'essai dans les unités d’essai, sinon
le calcul du pourcentage d'inhibition sera incorrect.

Le degré d'inhibition découlant de la présence de la substance d’essai peut étre calculé selon cette formule:
% dinhibition = 100 (R, — R)/R.

R. = pourcentage d’élimination dans les récipients témoins;
pourcentage d’élimination dans les récipients d’essai.

=
1l

BIBLIOGRAPHIE:

Reynolds L. et al. (1987). Evaluation of the toxicity of substances to be assessed for biodegradability. Chemosphere 16:
2259.
Chapitre C.11 de la présente annexe, Biodégradation — boues activées: essai d'inhibition de la respiration.

ISO 8192 (2007) Qualité de l'eau — Essai d'inhibition de la consommation d’oxygéne par des boues activées pour
l'oxydation du carbone et de 'ammonium.

ISO 15522 (1999) Détermination de leffet inhibiteur des constituants de 'eau sur la croissance des micro-organismes
de boues activées.
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Appendice 5

Substances d’essai peu solubles dans I'eau — substances volatiles

Substances peu solubles dans I'eau

Il semble quil y ait peu de publications rapportant des essais de simulation de traitement des eaux usées conduits sur des
substances peu solubles dans I'eau et insolubles (1) (2) (3).

Il n'existe pas de méthode de dispersion universelle applicable a toutes les substances d’essai insolubles. Sur les quatre
catégories de méthodes décrites dans la norme ISO 10634 (4), les deux qui paraissent convenir a la dispersion des
substances destinées a un essai de simulation font appel a des agents émulsifiants etfou a des ultrasons. La stabilité de la
dispersion obtenue doit étre établie pour une période d’au moins 24 heures. Des dispersions convenablement stabilisées
contenues dans des réservoirs agités en permanence (paragraphe 38), seront ensuite dosées dans le récipient d’aération
séparément des eaux usées domestiques ou synthétiques.

Si les dispersions sont stables, étudier comment déterminer la substance d’essai sous sa forme dispersée. Comme le COD
risque fort d'étre inapproprié, il faudrait mettre au point une méthode d'analyse spécifique de la substance d’essai
applicable aux effluents, aux solides des effluents et a la boue activée. Le devenir de la substance d’essai dans la simulation
du traitement par boues activées serait alors déterminé dans les phases solides et liquides. On établirait ainsi un bilan
massique pour savoir si la substance d’essai a été biodégradée. Mais ce dernier n'indique que la biodégradation primaire. 1l
faudrait tacher de démontrer la biodégradation finale par le biais d'un essai de biodégradabilité immédiate au respiromeétre
[chapitre C.4 de la présente annexe (5), C, F ou D] en utilisant comme inoculum une boue exposée a la substance d’essai
au cours de l'essai de simulation.

Substances volatiles

L'application d’un essai de simulation du traitement des eaux usées aux substances volatiles est discutable et probléma-
tique. Comme pour les substances d’essai peu solubles dans I'eau, les rapports décrivant des essais de simulation sur des
substances volatiles semblent trés rares. On adapte un appareil classique de mélange intégral en bouchant hermétiquement
le récipient d’aération et le décanteur, en mesurant et controlant le flux dair par des débitmétres et en faisant passer les
gaz sortants par des pieges afin de recueillir les mati¢res organiques volatiles. Dans certains cas, une pompe a vide dirige
les gaz sortants vers un piége froid ou un piege purgeur contenant du Tenax ou un gel de silice pour analyse par
chromatographie en phase gazeuse. La substance d’essai retenue par le piege peut étre déterminée par analyse.

L'essai est réalisé en deux parties. Les unités fonctionnent d’abord sans boue, mais en pompant les eaux usées synthétiques
additionnées de la substance d'essai dans le récipient d’aération. On analyse la substance d’essai dans des échantillons
deaux 2 traiter, deffluents et de gaz sortants pendant quelques jours. A partir des données recueillies, il est possible de
calculer le pourcentage (R, ) de substance d'essai extraite du systeme.

Ensuite I'essai biologique normal (avec boue) est mené dans des conditions expérimentales identiques a celles de I'étude
d’extraction. On mesure aussi le COD ou la DCO pour s'assurer que les unités fonctionnement efficacement. La substance
d’essai est mesurée de temps a autre dans les eaux a traiter, les effluents et les gaz sortants au cours de la premiére partie
de Tessai, et plus fréquemment aprés l'acclimatation. Les données tirées de la phase stationnaire permettent a nouveau de
calculer le pourcentage d’élimination de la substance d'essai dans la phase liquide par les processus physiques et
biologiques (Ry) ainsi que la proportion (R,) extraite du systéme.

Calcul:
a) Dans l'essai non biologique, le pourcentage (Ryp) de substance d'essai extraite du systeme peut étre calculé a partir de
la formule suivante:

S
Rvp = ﬂ N 100
Sip

Ryp = élimination de la substance d’essai par volatilisation (%),
Syp = substance d’essai collectée par le piege, exprimée en équivalent de concentration dans la phase liquide (mg/l),

Spp = concentration de la substance d'essai dans les eaux a traiter (mg]l).

b) Dans l'essai biologique, le pourcentage (Ry) de la substance d’essai extraite du systeme peut étre calculé a partir de la
formule suivante:
Sv
Ry =— -100
V=

Ry = élimination de la substance d'essai par volatilisation au cours de 'essai biologique (%),

Sy = substance d'essai collectée par le piege au cours de I'essai biologique, exprimée en équivalent de concentration
dans les flux liquides entrants (mg]l),

S; = concentration de la substance d'essai dans les eaux brutes (mg/l).
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¢) Dans l'essai biologique, le pourcentage (Ry) de substance d’essai éliminée par tous les processus est régi par 'équation
suivante:
Sk
Rr=1-—-100
N
ou
Sg = concentration de la substance d'essai dans les effluents (liquides) (mg/l).
d) Aussi, le pourcentage (Rp,) enlevé par biodégradation et par adsorption peut-il étre calculé comme suit:
Rga = Rr — Ry)
Il conviendrait de réaliser d'autres essais pour déterminer si la substance d’essai est adsorbée, auquel cas une correction
supplémentaire pourrait étre apportée.

e) Une comparaison entre la proportion de substance d’essai extraite lors de l'essai biologique (R,) et de l'essai non
biologique (R,;) montre leffet global du traitement biologique sur I'émission de la substance d’essai dans 'atmosphere.
Exemple: Benzéne
Temps de rétention des boues = 4 jours
Eaux usées synthétiques: temps de rétention = 8 heures
Sp = S = 150 mg/l
Syp = 150 mg/l (Sgp = 0)

Sy = 22,5mg/l

Sg = 50 pgfl

Donc,

Ryp = 100 %, Ry = 15 %

Ry = 100% and Ry, = 85 %.

On a supposé qu'il n'y avait pas adsorption du benzéne sur la boue.

BIBLIOGRAPHIE:

M

Horn J.A., Moyer JE, Hale JH (1970). Biological degradation of tertiary butyl alcohol. Proc. 25th Ind. Wastes
Conference Purdue Univ.: 939-854.

(2) Pitter P., Chudoba J. (1990). Biodegradability of organic substances in the aquatic environment. CRC Press. Boston,

USA.

(3) Stover E.L., Kincannon D.F. (1983). Biological treatability of specific organic compounds found in chemical industry

waste waters. J. Wat. Pollut. Control Fed. 55: 97.

(4) 1SO 10634 (1995) Qualité de I'eau — Lignes directrices pour la préparation et le traitement des composés organiques

peu solubles dans I'eau en vue de I'évaluation de leur biodégradabilité en milieu aqueux.

(5) Chapitre C.4 de la présente annexe, Détermination de la biodégradabilité “facile”.
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Appendice 6

Effets du temps de rétention des boues (TRB) sur les possibilités de traitement des substances

chimiques

INTRODUCTION

. La méthode décrite dans le corps de texte a été congue pour vérifier si les substances chimiques testées (généralement

celles connues comme étant intrinséquement, mais pas immédiatement biodégradables) pouvaient étre biodégradées
dans les limites imposées par les stations d’épuration des eaux usées. Les résultats sont exprimés en pourcentage
d’élimination et de biodégradation. Les conditions de fonctionnement des unités a boues activées et le choix des eaux
a traiter autorisent une variation assez marquée de la concentration de la substance d’essai dans les effluents. Les
essais ne portent que sur une seule concentration nominale de solides des boues ou sur un seul temps de rétention
nominal des boues (TRB), et les régimes d'épuisement des boues décrits sont susceptibles de faire varier considéra-
blement le TRB durant l'essai, d'un jour a l'autre et sur une journée.

. Dans cette variante (1) (2), le TRB est régulé dans des limites beaucoup plus étroites tout au long de chaque période

de 24 heures (comme a grande échelle), si bien que la concentration des effluents est plus constante. On recommande
les eaux usées domestiques, qui donnent des pourcentages d’élimination plus réguliers et plus élevés. Les effets de
plusieurs valeurs du TRB sont aussi examinés et l'incidence d'une gamme de températures sur la concentration dans
les effluents peut étre déterminée dans une étude plus détaillée.

. Il n'existe pas encore de consensus général sur les modeles cinétiques qui reproduisent la biodégradation des subs-

tances chimiques dans les conditions d’une station de traitement des eaux usées. Sagissant des données collectées, le
modele de croissance bactérienne et d'utilisation du substrat de Monod a été choisi (1) (2) dans la mesure ot la
méthode était destinée a ne s'appliquer quaux substances chimiques produites par tonnes et donc présentes a des
concentrations supérieures a 1 mg/l dans les eaux usées. La validité du modele simplifié et des hypotheses émises a
été établie a l'aide d’une série d’alcooléthoxylates (2) (3) manifestant des degrés variables de biodégradabilité primaire.

Note: cette variante reprend en grande partie le texte de la présente méthode d'essai C.10-A, seuls les détails qui s'en
écartent étant mentionnés ci-apres.

PRINCIPE DE L’ESSAI

. Des unités a boues activées comportant un vase poreux, congues pour faciliter I'épuisement (presque) continu de la

liqueur mixte grace a un réglage tres précis du temps de rétention des boues (TRB, ou 9y), fonctionnent en mode non
couplé et couvrent une gamme de temps de rétention et, facultativement, de températures. Le temps de rétention
varie généralement entre 2 et 10 jours et la température entre 5 et 20 °C. Les eaux usées, de préférence domestiques,
et une solution de la substance d’essai sont dosées séparément dans les unités a des fréquences induisant le temps de
rétention des eaux usées requis (3 @ 6 heures) et la concentration voulue de la substance d’essai dans les eaux a traiter.
Les unités témoins qui ne recoivent pas la substance d’essai tournent en parallele, a des fins de comparaison.

. Drautres types d’appareils peuvent étre utilisés, mais il faut étre trés attentif a bien maitriser le TRB. Lorsqu’on utilise,

par exemple, des installations qui comprennent un décanteur, il peut étre nécessaire de tenir compte de la perte de
solides via les effluents de linstallation. En outre, les erreurs dues a la variation de la quantité de boue dans le
décanteur doivent étre évitées par des précautions particuliéres.

. Les unités fonctionnent sous chaque combinaison de conditions choisie et, une fois I'équilibre atteint, on mesure les

concentrations moyennes de la substance d’essai dans les effluents a I'état stationnaire et, facultativement, le COD, sur
une période d'environ trois semaines. L'évaluation du pourcentage d'élimination de la substance d'essai et, faculta-
tivement, du COD, sera complétée par une représentation graphique de la relation entre les conditions de fonction-
nement de linstallation et la concentration dans les effluents. A partir de 1a, il est possible de calculer des constantes
cinétiques expérimentales et de prévoir les conditions dans lesquelles la substance d’essai peut étre traitée.

INFORMATION SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

. Appliquer les paragraphes 12 et 13 du chapitre C.10-A.

NIVEAUX DE SEUILS

. Appliquer les paragraphes 14 et 15 du chapitre C.10-A.

SUBSTANCE D’ESSAI DE REFERENCE

. Appliquer le paragraphe 16 du chapitre C.10-A.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

REPRODUCTIBILITE DES RESULTATS D’ESSAI

Appliquer les paragraphes 17 et 18 du chapitre C.10-A.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Appareils

Une unité qui convient ici est une adaptation du systéme du vase poreux (appendice 6.1). Elle consiste en un vase
interne (ou revétement) en polypropylene poreux de 3,2 mm d'épaisseur dont les pores mesurent environ 90 pm;
l'assemblage est soudé bout a bout, ce qui rend T'unité plus robuste que celle décrite au paragraphe 21 du présent
chapitre, C.10-A). Le revétement est entouré d'une enveloppe en polyéthyléne imperméable qui comprend deux
parties: une base circulaire perforée pour laisser passer deux tuyaux a air et un tuyau transportant la boue épuisée, et
un cylindre vissé sur le dessus de la base et doté d’une sortie placée de maniére a ce qu'il déverse un volume connu
(3 1) dans le vase poreux. L'un des deux tuyaux a air est équipé d'une pierre diffuseuse et l'autre est ouvert aux
extrémités et disposé a angle droit de la pierre dans le vase. Ce systéme crée suffisamment de turbulences pour
assurer un mélange intégral des composants du vase et engendrer des concentrations en oxygene dissous supérieures
a 2 mgfl.

Les unités, en nombre adéquat, sont placées dans un bain-marie ou dans des locaux a température constante et
thermostatées entre 5 et 20 °C (£ 1 °C). On emploie deux pompes pour doser la solution de la substance d'essai et les
boues décantées dans les récipients d’aération aux débits requis (respectivement 0-1,0 ml/min et 0-25 ml/min) et une
troisitme pompe pour évacuer la boue épuisée des récipients d’aération. Le débit nécessairement trés lent des boues
épuisées est imprimé par une pompe qui fonctionne a une vitesse supérieure et par intermittences, au moyen d'un
minuteur qui 'actionne, par exemple, pendant 10 secondes par minute avec un débit de 3 ml/min, ce qui donne un
débit de boue épuisée de 0,5 ml/min.

Appareil de filtration ou centrifugeuse

Appliquer le paragraphe 23 du chapitre C10-A.

Matériel d'analyse

Appliquer le paragraphe 24 du chapitre C.10-A.

Eau

Appliquer les paragraphes 25 et 26 du chapitre C.10-A.

Milieu organique

Appliquer le paragraphe 27 du chapitre C.10-A.

Eaux usées synthétiques

Appliquer le paragraphe 28 du chapitre C.10-A.

Eaux usées domestiques

Appliquer le paragraphe 29 du chapitre C.10-A.

Boues activées

Appliquer le paragraphe 30 du chapitre C10-A.

Solutions méres de la substance dessai

Appliquer les paragraphes 31 et 32 du chapitre C.10-A.

MODE OPERATOIRE
Préparation de linoculum

Voir chapitre C.10-A, paragraphe 34 uniquement — utiliser des boues activées (environ 2,5 gfl).

Nombre d'unités d'essai

S'agissant d’un essai simple, qui ne vise qu'a mesurer le pourcentage d’élimination, un seul TRB suffit, mais si on veut
réunir les données nécessaires pour calculer les constantes cinétiques expérimentales, on aura besoin de 4 ou 5
valeurs de TRB. Les valeurs choisies sont généralement comprises entre 2 et 10 jours. Il est plus pratique de réaliser
un essai en appliquant 4 ou 5 valeurs de TRB simultanément & la méme température; les études plus poussées
portent sur les mémes valeurs de TRB, ou éventuellement sur une gamme de valeurs différentes, & dautres
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23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

températures fixées entre 5 et 20 °C. La biodégradation primaire (utilisation principale) ne requiert normalement
qu'une seule unité par combinaison de conditions. Il faut ajouter une unité témoin par combinaison de conditions,
qui recoit les eaux usées mais pas la substance d’essai, pour la biodégradation finale. Si on suppose que les eaux usées
employées renferment la substance d'essai, il y a lieu d'incorporer des unités témoins lorsquon évalue la biodégra-
dation primaire, et d'apporter les corrections nécessaires aux calculs.

Dosage du milieu organique et de la substance d'essai

Voir le chapitre C.10-A, paragraphes 36 a 39, mais remarquer que la solution de la substance d'essai est dosée
séparément et différents débits de boues épuisées sont appliqués. Surveiller fréquemment, par exemple deux fois par
jour et ajuster si nécessaire & + 10 pour cent, les débits des eaux a traiter, des effluents et des boues épuisées. Si les
méthodes d’analyse posent des difficultés avec les eaux usées domestiques, mener l'essai avec de I'eau usée synthé-
tique, en sassurant que différents milieux donnent des résultats cinétiques comparables.

Manipulation des boues activées

Saligner sur le chapitre C.10-A, paragraphes 40 a 43, mais ne réguler le TRB que par un débit “constant” de boues
épuisées.

Echantillonnage et analyse

Se référer au chapitre C.10-A, paragraphes 44 a 50, a cette exception prés qu'on déterminera la concentration de la
substance d'essai et, facultativement, le COD, mais la DOC ne doit pas étre utilisée.

RESULTATS ET RAPPORT
Traitement des résultats

Suivre le chapitre C.10-A, paragraphes 52 a 54.

Expression des résultats de I'essai

Suivre le chapitre C.10-A, paragraphes 56 a 62.

Calcul des constantes cinétiques

Il est plus réaliste de mentionner la concentration moyenne de la substance d’essai a I'état stationnaire dans l'effluent
et de décrire comment elle varie en fonction des conditions de fonctionnement de linstallation que de citer le
pourcentage de biodégradation primaire. L'équation [6] de 'appendice 6.2 est utile a cet égard, qui livre des valeurs de
Ks, 1y et Oge, le temps de rétention critique des boues.

[Des valeurs approximatives de Kg et de um peuvent aussi étre déduites a I'aide d’'un programme informatique simple
qui ajuste la courbe théorique calculée & partir de I'équation [2] (appendice 6.2) aux valeurs expérimentales. Bien
qu'une solution donnée ne constitue pas une réponse absolue, on peut parvenir & une approximation raisonnable de
Kg et de pp].

Variabilité des résultats

Il est fréquent de trouver des paramétres cinétiques variables pour une méme substance. On pense que les conditions
de croissance des boues et les conditions dans lesquelles s'est déroulé I'essai (comme au paragraphe 5 et dans d’autres
essais) ont une incidence marquée sur les résultats. Un aspect de cette variabilité a été examiné par Grady et al. (4),
qui ont proposé que les termes “effectif” et “intrinséque” s'appliquent & deux états extrémes représentant les limites de
I'état physiologique qu'une culture peut atteindre au cours d’une expérience cinétique. Si I'état est maintenu durant
T'essai, les valeurs du paramétre cinétique refletent les conditions du milieu dans lequel les micro-organismes ont été
prélevés; ces valeurs sont dites “effectives”. A l'autre extréme, si les conditions de Iessai autorisent le plein dévelop-
pement du systéme de synthése des protéines et donc un taux de croissance maximum, les paramétres cinétiques
résultants sont dits “intrinseques” et ne dépendent que de la nature du substrat et des types de bactéries qui
composent la culture. A titre indicatif, on obtiendra des valeurs effectives en appliquant un rapport de la concen-
tration du substrat sur les micro-organismes qui dégradent (S./X,) faible, par exemple de 0,025, et les valeurs
intrinséques apparaitront avec un rapport ¢élevé, par exemple d’au moins 20. Dans les deux cas, S, doit étre supérieur
ou égal a la valeur applicable de Ks, la constante de demi-saturation.

La variabilité et d’autres aspects de la cinétique de biodégradation ont été examinés lors d'une réunion récente du
SETAC (5). Qu'elles aient fait I'objet de publications ou quil sagisse de projets, ces études devraient bientot livrer une
image plus claire de la cinétique qui gouverne le traitement des eaux usées dans les stations et permettre ainsi de
mieux interpréter les données existantes et d’avancer des conceptions plus pertinentes concernant de futures
méthodes d'essai.
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Appendice 6.1

Vase poreux avec régulation du TRB
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Appendice 6.2

Calcul des constantes cinétiques

1. En supposant que la cinétique de Monod s'applique et compte tenu d'un bilan massique de solides actifs et de substrat

dans le systéme a boues activées (1), les expressions suivantes décrivent I'état stationnaire:

1 Wm * Sl

—_rmm 71 _r

% Ko+s 1
ou

K- (14K 0,
Si=g (1(4 - Kd) —S)1 2]

ou: s d
S; = concentration de substrat dans les effluents (mg]l)
K¢ = constante de demi-saturation, concentration a laquelle 1 = p,,/2 (mg/l)
p = taux de croissance spécifique (d7)

1, = valeur maximale de ,, (d')
K4 = vitesse de dégradation spécifique des solides actifs (d!)

Vs = temps de rétention moyen des boues, TRB (d)

L'étude de cette équation amene les conclusions suivantes:

i) La concentration dans les effluents est indépendante de celle qui régne dans les eaux a traiter (Sy); aussi, le
pourcentage de biodégradation varie-t-il avec la concentration dans les eaux a traiter, S,

i) Le seul parametre régulé de linstallation qui affecte S; est le temps de rétention des boues, Js.

i) Une concentration donnée dans les eaux a traiter, Sy, correspondra a un temps de rétention critique des boues
selon la relation:

1 Us * So
s = o Ki 3
O Osc K+ So B3]
Ugc = temps de rétention critique des boues, en dessous duquel les micro-organismes qui dégradent seront
expulsés de Tinstallation.

iv) Comme les autres parametres de I'équation [2] sont liés a la cinétique de croissance, la température est susceptible
daffecter la teneur en substrat dans les effluents et 'age critique des boues, en d'autres termes, le temps de
rétention des boues nécessaire pour obtenir un certain degré de traitement augmenterait a mesure que la tempé-
rature diminuerait.

. Soit un bilan massique de solides dans le systéme a vase poreux, et en supposant que la concentration des solides dans

les effluents de la station, X,, est faible comparée a celle du récipient d'aération, X;, le temps de rétention des boues
s'exprime comme suit:

et C(Qo Q) X+ Qi X (4]
o _ VX _V
QX Q

ol

V= volume du récipient d’aération (1)

X; = concentration des solides dans le récipient d’aération (mg/l)
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X, = concentration des solides dans l'effluent (mg/l)
Qo = débit des eaux a traiter (I/d)

Q; = débit des boues épuisées (I/d)

Il est donc possible de régler le temps de rétention des boues sur n'importe quelle valeur présélectionnée en régulant le
débit des boues épuisées, Q.

Conclusions:

. Cet essai vise principalement a permettre de prédire la concentration dans les effluents et, a partir de la, la concen-

tration de la substance d'essai dans les eaux réceptrices.

. La courbe de S; en fonction de 95 autorise parfois une évaluation immédiate du temps de rétention critique des boues,

Usc; voir par exemple la courbe 3 a la figure 1. Si clest impossible, on peut calculer dgc en méme temps que des
valeurs approximatives de p,, et Kg, en tracant S; en fonction de S;*Js.

L'équation [1] est reformulée en ces termes:
Sy -9
1 s _ Ko + Si [5]
149 -K; Ho ' Hn
Si Ky est petit, alors 1 + 9, « K4 ~ 1 et [5] devient:
K $

M 'as:—s"'

Hm V_m (6]

Par la suite, la courbe devrait prendre lallure d'une droite (voir figure 2) de pente 1/p,, et intercepter Kgfp,,; et

35 Nl/pm‘

Figure 1

Trois températures; cinq TRB

COURBE 3: 5°C

COURBE 2: 10°C

COURBE 1: 15°C

concentration de l'effluent (mgfl)
o
I
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Glossaire
concentration de leffluent.
courbe.

Figure 2

Droite de régression TRB - S; en fonction de S; a T = 5°C
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Appendice 7

ESSAIS REALISES A FAIBLES CONCENTRATIONS (uG/L)

. De nombreuses substances chimiques sont normalement présentes dans le milieu aquatique, méme dans les eaux usées,

a de tres faibles concentrations (ug/l). A de telles teneurs, elles ne servent probablement pas de substrats primaires pour
la croissance, et il est plus vraisemblable quelles subissent une dégradation en tant que substrats secondaires sans
intervenir dans la croissance, parallelement a diverses substances chimiques carbonées naturelles. Par conséquent, les
dégradations de ces substances chimiques ne correspondront pas au modele décrit a 'appendice 6. De nombreux
modeles pourraient les représenter et, dans les conditions qui régissent les systémes de traitement des eaux usées,
celles-ci peuvent probablement se refléter simultanément dans plusieurs modeles. Il faudra entreprendre des recherches
bien plus poussées pour élucider ce probleme.

. En attendant, le mode opératoire exposé dans le corps de texte (chapitre C.10-A) peut étre suivi, mais il ne s'applique

qua la biodégradabilité primaire, & des concentrations suffisamment basses (< 100 pg/l), et requiert une méthode
d’analyse validée. Le pourcentage de biodégradation peut étre calculé (voir au paragraphe 54 de la présente méthode
d’essai), mais a condition de tenir compte des processus non biologiques (adsorption, volatilité, etc.). L'étude conduite
par Nyholm et son équipe (1) (2) sur un cycle de quatre heures dans un systéme a lit de contact en est un exemple. Ils
ont opposé des pseudo-constantes de premier ordre pour cinq substances chimiques ajoutées a des eaux usées
synthétiques a raison de 5 a 100 pg/l (sagissant de la biodégradabilité finale, des substances d'essai marquées au
14C peuvent étre utilisées). La description d'un procédé nentre pas dans le cadre de la présente méthode d’essai dans la
mesure ol aucun ne fait encore I'unanimité, bien qu'une méthode proposée pour la norme ISO 14592 (3) contienne
des indications concernant I'emploi de substances marquées au '*C.

Essai de biodégradation en semi-continu a l'aide de boues activées

. Un essai plus simple en deux étapes a été présenté ultérieurement (4) (5) (6); la méthode en semi-continu a l'aide de

boues activées (SCBA) est suivie par des essais cinétiques a court terme pratiqués sur des échantillons prélevés dans les
unités SCBA. Les débits de boues épuisées sont connus dans le systeme SCBA (contrairement a la méthode d’essai
originale C.12), qui est alimenté par des eaux usées synthétiques (formule de TOCDE modifiée) ou par des eaux usées
domestiques. Les eaux usées synthétiques ont été modifiées (a cause de la fluctuation du pH et de la mauvaise
décantabilité des boues) par addition d’'un tampon phosphate, d'un extrait de levure, de chlorure de fer (Ill) et de
sels d’oligo-¢léments, et leur DCO a été relevée jusqu'a environ 750 mg/l moyennant une augmentation de la concen-
tration de peptone et d’extrait de viande. Les unités tournaient en cycles de 24 heures: aération pendant 23 heures,
épuisement des boues, décantation, enlévement du surnageant (effluent), suivis par 'adjonction des eaux usées synthé-
tiques et de la substance d'essai jusqua 100 pg/l (Cest-a-dire @ peu prés la méme concentration que celle appliquée
dans lessai a court terme). Une fois par semaine, on remplace 10 pour cent de la totalité des boues par des boues
fraiches, afin de maintenir 'équilibre de la population de micro-organismes.

. Les concentrations de la substance d’essai sont mesurées au début et a la fin de l'aération, et I'essai est poursuivi jusqu'a

ce que Iélimination de la substance d'essai devienne constante, ce qui peut prendre une semaine a plusieurs mois.

Essai a court terme

. Pratiquer un essai a court terme (8 heures, par exemple), afin de déterminer la pseudo-constante cinétique de premier

ordre relative a la dégradation de la substance d'essai dans des boues activées ayant des origines et des évolutions
différentes, mais connues. En particulier, prélever des échantillons de boues des réacteurs SCBA — a la fin d'une période
d’aération lorsque la concentration de substrat organique est basse — au cours d’un essai d’acclimatation (paragraphes 3,
4). On peut aussi prélever des boues d’'une unité SCBA tournant en paralléle et non exposée a la substance d’essai,
pour comparaison. Aérer des mélanges de boue et de substance d’essai incorporée a deux ou plusieurs concentrations
comprises entre 1 et 50 pg/l, sans ajouter d’eaux usées synthétiques ni dautre substrat organique. La substance d’essai
restant en solution est mesurée a intervalles réguliers, par exemple toutes les heures, suivant la dégradabilité de la
substance, durant une période qui n'excéde pas 24 heures. Centrifuger les échantillons avant de les soumettre a une
analyse appropriée..

Calculs

. Les données provenant des unités SCBA servent a calculer le pourcentage délimination de la substance d'essai

(paragraphe 54). Une constante de vitesse moyenne, K; (établie en fonction de la concentration des solides en
suspension), peut aussi étre calculée a partir de la formule suivante:

Ki = 1/t~ln% -1/88(1/g h)

-
I

durée d’aération (23 h)

C. = concentration a la fin de la période d'aération (pg/l)
C; = concentration au début de l'aération (ugfl)

SS = concentration des solides des boues activées (g/l)

. Dans l'essai a court terme, tracer la courbe du logarithme de la concentration (%) restante en fonction du temps; la

pente de la partie initiale (10-50 pour cent de dégradation) de la courbe est équivalente a K, la pseudo-constante de
premier ordre. Etablir la constante en fonction de la concentration des solides des boues en divisant la pente par la
concentration de ces solides. Le résultat indiqué doit préciser les concentrations initiales de la substance d’essai et des
solides en suspension, le temps de rétention des boues, la charge et la source des boues ainsi que, le cas échéant, la
préexposition a la substance d’essai.
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Variabilité des résultats

8. La variabilité et d'autres aspects de la cinétique de biodégradation ont été examinés lors d’'une réunion récente du
SETAC (7). Queelles aient fait 'objet de publications ou quil s'agisse de projets, ces études devraient bientot livrer une
image plus claire de la cinétique qui gouverne le traitement des eaux usées dans les stations et permettre ainsi de mieux
interpréter les données existantes et d’avancer des conceptions plus pertinentes concernant de futures méthodes d’essai.
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C.10-B: Biofilms

INTRODUCTION

1. Les essais de simulation s'appliquent normalement aux substances chimiques qui ont donné un résultat négatif a
lessai de biodégradabilité immédiate [chapitre C.4-A a F de la présente annexe (9)], mais un résultat positif a
l'essai de biodégradabilité intrinseque. Exceptionnellement, les essais de simulation se pratiquent aussi en vue
d’'obtenir des informations supplémentaires sur une substance d’essai, en particulier les substances chimiques
produites en grandes quantités, et 'on recourt normalement a l'essai de traitement par boues activées (C.10-A).
Toutefois, dans certaines circonstances, il y a lieu de connaitre certaines données particuliéres concernant la
réaction d’'une substance chimique a des méthodes de traitement des eaux usées comportant des biofilms, a savoir
des lits a ruissellement ou lits bactériens, des disques biologiques et des lits fluidisés. Différents dispositifs ont été
créés a cette fin.

2. Gerike et al. (1) ont utilisé de grands lits bactériens en mode couplé a I'échelle pilote. Ces lits occupaient
beaucoup d’espace et exigeaient des volumes relativement élevés d'eaux usées domestiques ou synthétiques.
Truesdale et al. (2) ont décrit des lits plus petits (1,83 m x 0,15 m de diameétre) alimentés par des eaux usées
naturelles dépourvues de tensioactifs, mais qui demandaient encore des volumes assez importants. Il ne fallait pas
moins de 14 semaines pour qu'un biofilm arrive a “maturité” et 4 a 8 semaines supplémentaires aprés la premiére
introduction du tensioactif d’essai pour I'acclimatation.

3. Baumann et al. (3) ont mis au point un lit beaucoup plus petit a base de polyester “velu” préalablement plongé
dans des boues activées, servant de substrat inerte pour le biofilm. La substance d’essai constituait la seule source
de carbone et la biodégradabilité était évaluée d’apres la mesure du carbone organique dissous (COD) dans les
eaux a traiter et les effluents, et la quantité de CO, dans les dégagements gazeux.

4. Une approche assez différente a été tentée par Gloyna et al. (4), qui ont inventé le réacteur tubulaire rotatif. lls
ont cultivé un biofilm sur la surface interne d'un tube rotatif, sur la superficie connue, en y faisant passer des
eaux a traiter qu'ils déversaient au sommet du tube légérement incliné par rapport a 'horizontale. Le réacteur a
servi a étudier la biodégradabilité des tensioactifs (5) ainsi que I'épaisseur optimale du biofilm et la diffusion a
travers le film (6). Ces auteurs ont perfectionné le réacteur, notamment pour pouvoir déterminer le CO, dans les
dégagements gazeux.
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5. Le réacteur tubulaire rotatif a été adopté par le Standing Committee of Analysts (Royaume-Uni) comme méthode
de référence pour évaluer la biodégradabilité des substances chimiques (7) ainsi que les possibilités de traitement
des eaux usées et leur toxicité (8). La méthode décrite ici est simple, concise et reproductible et, de surcroit, ne
nécessite que des volumes relativement petits de milieu organique.

PRINCIPE DE L’ESSAI

6. Des eaux usées synthétiques ou domestiques et la substance d’essai sont appliquées, séparément ou incorporées,
sur la surface interne d'un tube incliné en rotation lente. Une couche de micro-organismes, semblables a ceux
présents dans le milieu du biofiltre, se développe sur la surface interne. Le fonctionnement du réacteur est régulé
de telle sorte quil entraine une élimination adéquate de la matiere organique et, si nécessaire, I'oxydation de
I'ammonium.

N

Les effluents du tube sont collectés et décantés et/ou filtrés avant I'analyse du carbone organique dissous (COD)
et/ou de la substance d’essai par une méthode spécifique. Les unités témoins, qui ne regoivent pas la substance
d’essai, tournent en paralléle dans les mémes conditions, a des fins de comparaison. La différence entre les
concentrations de COD dans les effluents de I'unité d'essai et de l'unité témoin est imputée par hypothese a la
substance d’essai et a ses métabolites organiques. On compare cette différence a la concentration de la substance
d’essai ajoutée (en termes de COD) pour calculer I'élimination de la substance d’essai.

8. Il est normalement possible de distinguer la biodégradation de la bioadsorption par un examen attentif de la
courbe d’élimination en fonction du temps. L'observation peut généralement étre confirmée par un essai de
biodégradabilité immédiate (consommation d’oxygéne ou production de dioxyde de carbone) réalisé a T'aide d'un
inoculum acclimaté prélevé a la fin de l'essai dans les réacteurs qui recoivent la substance d’essai.

INFORMATION SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

9. La pureté, la solubilité dans I'eau, la volatilité et les caractéristiques d’adsorption de la substance d’essai doivent
étre connues pour que l'interprétation des résultats soit correcte.

10. Normalement, les substances chimiques volatiles et peu solubles ne peuvent étre mises a I'essai sans précautions
particuliéres (voir appendice 5 du chapitre C.10-A). Il faudrait connaitre également la formule chimique déve-
loppée ou, au moins, empirique, pour calculer les valeurs théoriques et/ou vérifier les valeurs mesurées de
parametres tels que la demande théorique en oxygeéne (DthO) et le carbone organique dissous (COD).

11. Des données sur la toxicité de la substance d’essai a I'égard des micro-organismes (voir appendice 4 du chapitre
C.10-A) peuvent aussi étre utiles a la sélection des concentrations d’essai appropriées et essentielles pour l'inter-
prétation correcte de faibles valeurs de biodégradation.

NIVEAUX DE SEUIL

12. A Torigine, la mise sur le marché des tensioactifs était subordonnée a un taux de biodégradation primaire
supérieur ou égal & 80 pour cent. Faute d’atteindre un taux de 80 pour cent, on peut mener cet essai de
simulation (de confirmation) a lissue duquel le tensioactif ne sera mis sur le marché que sl est éliminé a
plus de 90 pour cent. En général, avec les produits chimiques, la question d'un résultat dessai positif ou
négatif n'entre pas en jeu, et le pourcentage d’élimination obtenu peut servir a calculer en gros la concentration
probable dans l'environnement a introduire dans I'évaluation des risques dus aux substances chimiques. Le
pourcentage d'élimination du COD atteint dans plusieurs études sur des substances chimiques pures était supé-
rieur a 90 pour cent pour plus des trois quarts des produits chimiques présentant un degré de biodégradabilité
significatif et supérieur a 80 pour cent pour plus de 90 pour cent d’entre eux.

SUBSTANCES CHIMIQUES DE REFERENCE

13. Pour s'assurer que le mode opératoire est correctement suivi, il est quelquefois utile de tester des substances
chimiques dont le comportement est connu. Il s'agit notamment de l'acide adipique, du 2-phénylphenol, du 1-
naphthol, de l'acide diphénique, de l'acide 1-naphthoique.
REPRODUCTIBILITE DES RESULTATS D’ESSAI

14. L'écart-type obtenu par un laboratoire britannique s'élevait a 3,5 % au moment des essais et & 5 % entre les essais
).
DESCRIPTION DE LA METHODE
Appareils
Réacteurs tabulaires rotatifs

15. L'appareil (voir figures 1 et 2 de 'appendice 8) consiste en une batterie de tubes en acrylique de 30,5 cm de long
et 5 cm de diametre interne, supportés par des roulettes entourées de caoutchouc, fixées sur un cadre métallique.
Chaque tube saccroche aux roulettes par un bourrelet extérieur de 0,5 cm d'épaisseur environ, et
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posséde un bourrelet interne de la méme épaisseur a 'extrémité supérieure (d’alimentation) pour retenir le liquide;
la surface interne a été rendue rugueuse par un tampon de laine a poils épais. Les tubes sont inclinés a un angle
d’environ un degré par rapport a I'horizontale pour que le milieu d’essai appliqué sur un tube propre reste en
contact avec celui-ci le temps nécessaire. Les roulettes revétues de caoutchouc sont actionnées par un moteur lent
a vitesse variable. La température des tubes est régie par leur installation dans un local & température constante.

16. En enfermant chaque réacteur tubulaire dans un tube légérement plus grand et fermé par un capuchon en veillant
a ce que les connexions soient étanches aux gaz, on peut collecter les dégagements de CO, dans une solution
alcaline en vue de mesures ultérieures (6).

17. Chaque tube est alimenté en milieu organique et en substance d'essai, le cas échéant, par un réservoir de 20 litres
(A) (voir figure 2) pour une période de 24 heures. Si nécessaire, la solution de la substance d’essai peut étre dosée
séparément. I existe un orifice de sortie situé pres du fond de chaque réservoir connecté par un tuyau fait d'une
matiére appropriée, par exemple du caoutchouc de silicone, via une pompe péristaltique (B) a un tube en verre ou
en acrylique qui s'enfonce sur 2 a 4 cm a lintérieur de I'extrémité supérieure (d’alimentation) du tube incliné (C).
Leffluent s'égoutte ainsi de I'extrémité inférieure du tube incliné dans un autre récipient de stockage (D). Leffluent
est décanté ou filtré avant analyse.

Appareil de filtration — centrifugeuse

18. Les échantillons seront filtrés a travers une membrane possédant une porosité adéquate (diametre d’ouverture
nominale de 0,45 pm) qui adsorbe les composés organiques solubles et libére le moins possible de carbone
organique. Si les lits utilisés libérent du carbone organique, il faut les laver soigneusement a I'eau chaude afin
d’évacuer le carbone organique lixiviable. Une centrifugeuse tournant a 40 000 m/s? peut remplacer lappareil de
filtration.

19. Matériel d’analyse permettant de déterminer:

— le rapport carbone organique dissous (COD)/carbone organique total (COT), ou la demande chimique en
oxygene (DCO),

— la substance chimique donnée (CLHP, CG, etc) sil y a lieu,
— le pH, la température, l'acidité, l'alcalinité,
— l'ammonium, les nitrites et les nitrates, si les essais sont réalisés dans des conditions nitrifiantes.

Eau

20. Eau du robinet renfermant moins de 3 mg/l de COD.
21. Eau distillée ou désionisée contenant moins de 2 mg/l de COD.

Milieu organique

22. Les eaux usées synthétiques, les eaux usées domestiques ou un mélange des deux sont acceptés comme milieu
organique. Comme il a été démontré que les eaux usées domestiques employées seules augmentaient souvent le
pourcentage d'élimination du COD (dans les unités & boues activées) et entrainaient méme la biodégradation de
certaines substances chimiques non biodégradées par les eaux usées synthétiques formulées selon 'OCDE, on
préconise l'utilisation d’eaux usées domestiques. On mesure la concentration du COD ou de la DCO dans chaque
nouveau lot de milieu organique. L'acidité ou l'alcalinité du milieu organique doivent étre connues. Il peut étre
nécessaire de tamponner le milieu organique par un composé approprié (hydrogénocarbonate de sodium ou
hydrogénophosphate de potassium) s'il est faiblement acide ou alcalin, pour maintenir le pH a environ 7,5 £ 0,5
dans le réacteur durant l'essai. La quantité de tampon a ajouter et le moment de cette addition seront décidés au
cas par cas.

Eaux usées synthétiques

23. Dans chaque litre d’eau du robinet, dissoudre 160 mg de peptone, 110 mg dextrait de viande, 30 mg d'urée,
28 mg d’hydrogénophosphate de potassium anhydre (K,HPO,), 7 mg de chlorure de sodium (NaCl), 4 mg de
chlorure de calcium dihydraté (CaCl,.2H,0) et 2 mg de sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,.7H,0). Cette
eau usée synthétique formulée selon 'OCDE offre un exemple otr la concentration moyenne de COD dans les
eaux a traiter atteint quelque 100 mg/l. On utilisera en alternance d’autres compositions donnant a peu prés la
méme concentration de COD, plus proches des eaux usées domestiques. Ces eaux usées synthétiques peuvent étre
confectionnées a base d’eau distillée, sous une forme concentrée, et stockées a environ 1 °C pendant une semaine
au maximum. Selon les besoins, diluer avec de l'eau du robinet (ce milieu n’est pas satisfaisant, notamment parce
quil présente une concentration en azote trés élevée et une teneur en carbone relativement faible, mais rien de
mieux n'a été suggéré, en dehors d'un supplément de tampon phosphate et de peptone).
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Eaux usées domestiques

24. Utiliser des eaux usées qui viennent d'étre décantées, recueillies quotidiennement dans une station d'épuration qui
recoit principalement des eaux usées domestiques. Elles doivent étre prélevées au niveau du déversoir de la cuve
de sédimentation primaire ou dans les eaux a traiter de la station de traitement par boues activées et renfermer
trés peu de grosses particules. Les eaux usées peuvent étre utilisées aprés plusieurs jours de stockage a environ
4°C, sl est prouvé que le COD (ou la DCO) n’a pas diminué de maniére significative (c'est-a-dire de moins de
20 pour cent) durant le stockage. Afin de limiter la perturbation du systeme, il conviendrait d’ajuster le COD (ou
la DCO) de chaque nouveau lot avant son utilisation a une valeur constante adéquate, par exemple en le diluant
avec de I'eau du robinet.

Lubrifiant

25. Les roulettes de la pompe péristaltique peuvent étre lubrifiées avec du glycérol ou de Thuile d'olive: les deux
conviennent aux tubes en caoutchouc de silicone.

Solutions méres de la substance dessai

26. Pour les substances chimiques présentant une solubilité convenable, préparer des solutions méres aux concen-
trations appropriées (par exemple, 1 a 5 g/l) dans de I'eau désionisée, ou dans la fraction minérale de l'eau usée
synthétique. En ce qui concerne les substances chimiques insolubles, se reporter a 'appendice 5 du chapitre C.10-
A. La présente méthode n'est pas applicable aux substances chimiques volatiles sans modification préalable des
réacteurs tubulaires (paragraphe 16). Déterminer le COD et le carbone organique total (COT) de la solution mere
et répéter les mesures a chaque nouveau lot. Si la différence entre le COD et le COT excede 20 pour cent, il faut
vérifier I'hydrosolubilité de la substance d’essai. Comparer le COD ou la concentration de la substance d’essai
mesurée par une analyse spécifique dans la solution mere a la valeur nominale, pour s'assurer que la récupération
est suffisante (elle dépasse normalement 90 pour cent). Vérifier, en particulier pour les dispersions, si le COD peut
étre utilisé comme parametre d’analyse ou si seule une technique d’analyse spécifique de la substance d’essai est
praticable. Les dispersions imposent la centrifugation des échantillons. Pour chaque nouveau lot, mesurer le COD,
la DCO, ou la substance d’essai par une analyse spécifique.

27. Déterminer le pH de la solution mére. Les valeurs extrémes indiquent que l'addition de la substance est suscep-
tible d’influencer le pH des boues activées dans le systéme d’essai. Dans ce cas, il faut neutraliser la solution mere
apH 7 £0,5 avec de faibles quantités d’'un acide ou d’une base inorganiques, tout en évitant la précipitation de la
substance d’essai.

MODE OPERATOIRE
Préparation du milieu organique a doser

28. Nettoyer a fond les récipients destinés a recevoir les eaux a traiter et les effluents ainsi que les tuyaux reliant ces
deux récipients, afin de prévenir toute prolifération de micro-organismes, au début de l'essai et tout au long de
celui-ci.

29. Utiliser des eaux usées synthétiques (paragraphe 23) préparées le jour méme, en diluant dans les proportions
requises les solides ou la solution mere concentrée avec de l'eau du robinet. La quantité nécessaire est mesurée
dans un cylindre et versée dans un récipient propre destiné a recevoir les eaux a traiter. S'il y a lieu, ajouter la
quantité voulue de solution mére de la substance d’essai ou de substance de référence aux eaux usées synthétiques
avant la dilution. Si cela est plus approprié, ou nécessaire afin d’éviter des pertes de substance d’essai, préparer a
part une solution diluée de la substance d’essai dans un autre récipient et répartir cette derniére dans les tubes
inclinés au moyen d’une autre pompe doseuse.

30. En alternance (et de préférence), utiliser des eaux usées domestiques décantées (paragraphe 24) récoltées le jour
méme si possible.

Fonctionnement des réacteurs tubulaires rotatifs

31. L'évaluation de la substance d’essai demande deux réacteurs tubulaires identiques assemblés dans un local a
température constante, normalement a 22 * 2 °C.

32. Ajuster les pompes péristaltiques de fagon a répartir 250 + 25 ml/h de milieu organique (sans substance d’essai)
dans les tubes inclinés, qui tournent a 18 + 2 tr/min. Lubrifier (paragraphe 25) les tuyaux de la pompe au début
de l'essai et régulierement au cours de celui-ci afin de lui assurer un bon fonctionnement et de prolonger la vie
des tuyaux.

33. Régler 'angle d'inclinaison des tubes par rapport a 'horizontale de fagon a produire un temps de séjour de I'eau
d’alimentation de 125 % 12,5 secondes dans un tube propre. Estimer le temps de rétention en ajoutant un
marqueur non biologique (par exemple: NaCl, un colorant inerte) a I'eau d’alimentation: le temps requis pour
atteindre la concentration maximale dans leffluent est censé étre le temps de rétention moyen (quand le
développement du film est a son maximum, le temps de rétention peut s'accroitre jusqua environ 30 minutes).

34. On a constaté que ces débits, vitesses et temps donnaient des pourcentages d'élimination adéquats (supérieurs a
80 pour cent) de COD (ou DCO) et engendraient des effluents nitrifiés. Le débit doit étre modifié si 'élimination
est insuffisante ou s'il y a lieu de simuler le fonctionnement d’une station d'épuration donnée. Dans ce cas, ajuster
le débit de dose du milieu organique jusqua ce que le fonctionnement du réacteur s'aligne sur celui de la station
d’épuration.
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Inoculation

35. Linoculation par exposition a l'air peut suffire a déclencher la croissance des micro-organismes lorsqu'on utilise
des eaux usées synthétiques, sinon on ajoutera 1 ml/l d'eaux usées décantées a l'alimentation pendant trois jours.

Mesures

36. Vérifier a intervalles réguliers que les débits de dose et les vitesses de rotation restent dans les limites requises.
Mesurer aussi le pH de l'effluent, en particulier s'il devrait y avoir une nitrification.

Echantillonnage et analyse

37. La méthode, la répartition et la fréquence de I'échantillonnage sont choisies en fonction de la finalité de I'essai.
Prélever au hasard des échantillons d’eaux a traiter et d’effluents, par exemple, ou récolter des échantillons sur une
période plus longue, comprise entre trois et six heures, par exemple. Durant la premiere période, a savoir en
labsence de substance d'essai, prélever des échantillons deux fois par semaine. Les échantillons sont filtrés a
travers des membranes ou centrifugés a quelque 40 000 m/s? pendant environ 15 minutes (paragraphe 18). Tl
peut étre nécessaire de décanter etfou de filtrer grossierement les échantillons avant leur filtration a travers la
membrane. Déterminer le COD (ou la DCO) au moins deux fois et, selon les besoins, la DBO, 'ammonium, les
nitrites et les nitrates.

38. Toutes les analyses doivent étre exécutées le plus vite possible aprés la collecte et la préparation des échantillons.
Au cas ou les analyses doivent étre différées, conserver les échantillons a environ 4 °C a l'obscurité dans des
bouteilles pleines et bouchées hermétiquement. S'il y a lieu de stocker les échantillons pendant plus de 48 heures,
les conserver par congélation, acidification ou adjonction d’une substance toxique appropriée [par exemple
20 ml/l d'une solution de chlorure de mercure (Il) & 10 g/l]. S'assurer que la technique de conservation n’influence
pas les résultats de l'analyse.

Période de mise en route

39. Durant cette période, le biofilm superficiel se développe jusqu'a atteindre une épaisseur optimale, ce qui prend
normalement environ deux semaines et ne doit pas en dépasser six. L'élimination (paragraphe 44) du COD (ou de
la DCO) s'accroit et atteint un plateau. Lorsque le plateau présente la méme valeur dans les deux tubes,
sélectionner le tube qui servira de témoin pour le restant de lessai, au cours duquel leur fonctionnement
devra conserver les mémes caractéristiques..

Introduction de la substance dessai

40. A ce stade, ajouter la substance d’essai dans l'autre réacteur 2 la concentration requise, ordinairement 10 a 20 mg
C/l. Le témoin continue de ne recevoir que le milieu organique.

Période d'acclimatation

41. Poursuivre les analyses bihebdomadaires du COD (ou de la DCO) et, il faut évaluer la biodégradabilité primaire,
mesurer aussi la concentration de la substance d'essai par une analyse spécifique. Appliquer une période d’ac-
climatation d’une a six semaines (ou davantage dans des conditions spéciales) aprés la premiere adjonction de la
substance d'essai. Lorsque le pourcentage d'élimination (paragraphes 43-45) atteint son maximum, déterminer 12
a 15 valeurs valables au cours de la phase plateau sur environ trois semaines, afin d’évaluer le pourcentage
d’élimination moyen. L'essai est considéré comme terminé si un degré d’élimination suffisamment élevé a été
obtenu. L'essai ne doit normalement pas se prolonger au-dela de 12 semaines apres la premiére introduction de la
substance d’essai.

Détachement du film

42. Le brusque détachement de grandes quantités de film excédentaire des tubes (“sloughing”) se produit assez
régulierement. On veillera a ce que ce processus naltére pas la comparabilité des résultats, en laissant les
essais couvrir au moins deux cycles complets de croissance et de détachement.

RESULTATS ET RAPPORT
Traitement des résultats

43. Calculer le pourcentage d’élimination de la substance d'essai en termes de COD (ou de DCO) pour chaque
évaluation programmée dans le temps a l'aide de la formule suivante:

D, = 100 [C, — (E — EJI/C, %

o
I

pourcentage d’élimination du COD (ou de la DCO) a linstant t;

C, = concentration de COD (ou DCO) dans les caux a traiter due a la substance d’essai, estimée de préférence
d’aprés la concentration dans la solution mére et le volume de cette solution ajouté (mg/l);
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[e2]
1}

COD (ou DCO) mesurés dans les effluents d’essai a Iinstant t (mg/l);
E, = COD (ou DCO) mesurés dans les effluents témoins a l'instant t (mg/l).
Répéter le calcul pour la substance de référence, le cas échéant.

Résultats du réacteur témoin

44, Le degré d’élimination du COD ou de la DCO (Dp) du milieu organique dans les réacteurs témoins est utile pour
éaluer l'activité de biodégradation du biofilm durant I'essai. Calculer le pourcentage d’élimination selon I'équation
suivante:

Dy = 100 (1 — E,/Cy) %

C, = COD (ou DCO) du milieu organique dans les eaux a traiter témoins (mg/l).

45. Calculer I'élimination (Dgp) de la substance d'essai, si elle a été mesurée par une méthode d'analyse spécifique, a
chaque instant d’évaluation a partir de 'équation suivante:

Dgr = 100 (1 — Se/Si) %

ot
Si = concentration mesurée ou, de préférence, estimée de la substance d'essai dans les eaux brutes d'essai (mg/l)
Se = concentration mesurée de la substance d’essai dans les effluents d'essai a I'instant t (mg/l)

Si la méthode d’analyse donne une valeur positive dans les eaux usées non améliorées équivalente a S. mgll,
calculer le pourcentage d’élimination (Dgc) selon la formule suivante:

Dgc = 100 (Si — Se + SA)/(Si + Sc) %

Expression des résultats de I'essai

46. Porter sur un graphique les pourcentages d’élimination D, et Dgr (ou Dg(), s'ils sont disponibles, en fonction du
temps (voir appendice 2 du chapitre C.10-A). Prendre la moyenne (arrondie au nombre entier le plus proche) et
I'écart-type des 12 a 15 valeurs de Dy (et de Dgr, le cas échéant) obtenue au cours de la phase plateau comme
pourcentage d’élimination de la substance d'essai. L'allure de la courbe d’élimination permet de tirer certaines
conclusions sur les processus d’élimination.

Adsorption

47. Si on observe une élimination substantielle de la substance d’essai en termes de COD au début de l'essai, cest
probablement & cause de l'adsorption de cette substance sur le biofilm. Il devrait étre possible de prouver ce
phénoméne en mesurant la substance d’essai adsorbée sur les solides qui se détachent du film. 1l est rare que
I'élimination du COD de substances adsorbables demeure élevée tout au long de I'essai; le degré d’élimination est
normalement élevé au début, puis décline progressivement jusqua une valeur d’équilibre. Si, toutefois, la

substance d'essai adsorbée est de nature & acclimater la population de micro-organismes, I'élimination de la
substance d’essai en termes de COD augmenterait pour atteindre une valeur de plateau élevée.

Phase de latence

48. Beaucoup de substances d’essai, comme cela se produit dans les essais de sélection statiques, traversent une phase
de latence avant que la biodégradation n'opére a plein régime. Durant la phase de latence, les bactéries responsa-
bles de la dégradation s'acclimatent ou s'adaptent et n’éliminent presque pas la substance d’essai; ensuite elles
commencent a croitre. Aprés I'achévement de cette phase, on considére de manitre arbitraire que la phase de
dégradation débute lorsque 10 pour cent environ de la quantité initiale de la substance d’essai est éliminée (apres
avoir laissé l'adsorption se produire, le cas échéant). La phase de latence est souvent trés variable et peu
reproductible.

Phase plateau

49. Le plateau de la courbe d'élimination d’un essai conduit en continu est défini comme la phase au cours de
laquelle la dégradation est maximale. La phase plateau doit durer au moins trois semaines et étre déterminée
grosso modo par 12 a 15 valeurs mesurées valables.
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Degré d’élimination moyen de la substance d’essai

50. Calculer la moyenne des valeurs d’élimination D, (et Dgy le cas échéant) de la substance d’essai durant la phase
plateau. Arrondie au nombre entier le plus proche (1 pour cent), elle représente le degré d'élimination de la
substance d’essai. On recommande également de calculer l'intervalle de confiance a 95 pour cent de la valeur
moyenne. Calculer de la méme maniére le degré moyen (Dg) d’élimination du milieu organique dans le récipient
témoin.

Indication de la biodégradation

51. Si la substance d'essai n'est pas adsorbée de facon significative sur le biofilm et que la courbe d’élimination
présente le profil typique d'une courbe de biodégradation avec phase de latence, dégradation et plateau (para-
graphes 48, 49), I'élimination mesurée est avec certitude attribuable a la biodégradation. Si I'élimination est élevée
au début, l'essai de simulation ne permet pas de faire la distinction entre les processus d’élimination biologiques
et non biologiques. Dans ces cas-la, comme dans d’autres ol la biodégradation suscite des doutes (par exemple si
on observe une séparation), analyser les substances d’essai adsorbées sur des échantillons du film ou effectuer des
essais de biodégradation statiques (de sélection) supplémentaires fondés sur des paramétres qui attestent claire-
ment des processus biologiques. Il sagit d'essais reposant sur la consommation d’oxygéne (chapitre C.4 de la
présente annexe, D, E et F) (9) ou sur la mesure de la production de dioxyde de carbone (chapitre C.4-C de la
présente annexe ou méthode de l'espace de téte — ou de l'espace téte) (10); il convient d'utiliser comme inoculum
un biofilm préexposé issu du bioréacteur approprié.

52. Si I'élimination du COD et de la substance proprement dite ont été mesurées, des différences significatives entre
les pourcentages observés (le premier étant inférieur au second) indiquent que les effluents renferment des
produits organiques intermédiaires susceptibles d'étre plus difficiles a dégrader; ceux-ci doivent étre examinés.
Validité des résultats de I'essai

53. Considérer l'essai comme valable si le degré d’élimination (Dg) du COD ou de la DCO dans les unités témoins est
supérieur a 80 pour cent apres deux semaines de fonctionnement et quaucun phénomeéne inhabituel n'a été
observé.

54. Si une substance de référence facilement biodégradable a été mise a l'essai, le degré de biodégradation doit étre
supérieur & 90 pour cent et la différence entre des valeurs mesurées en parallele ne doit pas excéder 5 pour cent.
Faute de satisfaire a ces deux critéres, réexaminer les méthodes expérimentales et/ou prélever des eaux usées
domestiques a une autre source.

55. De méme, les différences de valeurs de biodégradation entre deux unités identiques (le cas échéant) traitant une
substance d’essai ne doivent pas s'écarter de plus de cing pour cent. Si ce critére n'est pas rempli, mais que
I'élimination est élevée, poursuivre I'analyse pendant trois semaines supplémentaires. Si I'élimination est faible,
étudier les effets inhibiteurs de la substance d'essai, sils ne sont pas connus, et recommencer l'essai a une
concentration plus basse de la substance d’essai, si cest possible.

Rapport d’essai

56. Le rapport d’essai doit livrer les informations suivantes:
Substance dessai:
— nature chimique,
— ¢état physique et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques.
Conditions dessai:
— toute modification du systeme d’essai, notamment si des substances volatiles ou insolubles ont été testées,
— type de milieu organique,
— proportion et nature des déchets industriels dans les eaux usées, si cette information est pertinente et connue,
— méthode d’inoculation,

— solution mere de la substance d'essai — teneurs en COD (carbone organique dissous) et COT (carbone
organique total); mode de préparation, dans le cas d'une suspension; concentration(s) d'essai utilisée(s),
justification des concentrations de COD qui sortiraient de intervalle 10-20 mg/l; méthode d’addition; date
de la premiere adjonction; toute variation de concentration,
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— temps de rétention hydraulique moyen (sans croissance); vitesse de rotation du tube, angle d'inclinaison
approximatif, si possible,

— détails du détachement du biofilm; moment et intensité,
— température d’essai et gamme de températures,

— techniques d’analyse employées.

Résultats de l'essai:

— toutes les valeurs mesurées: COD, DCO, analyses spécifiques, pH, température, composés azotés, le cas
échéant,

— toutes les valeurs calculées de D, (ou D), Dy, D, présentées sous forme de tableaux et de courbes d’élimi-
nation,

— informations sur les phases de latence et de plateau, durée de l'essai, degré d'élimination de la substance
d’essai, de la substance de référence (si testée) et du milieu organique (dans l'unité témoin), données statis-
tiques, conclusions sur la biodégradabilité et validité de I'essai,

— examen des résultats.
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Appendice 8

Figure 1

Tubes rotatifs
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Figure 2

Schéma de déroulement
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A: réservoir.

B: pompe péristaltique.

C: tube rotatif.

D: récipient recueillant les effluents.

DEFINITIONS:

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode d’essai.
Substances chimiques: “il est a noter que le terme ‘produit chimique™ utilisé dans les accords de la CNUED et dans les

documents ultérieurs comprend les substances, les produits, les mélanges, les préparations et tout autre terme utilisé dans
les systemes actuels pour décrire les produits chimiques visés”.»

10) les chapitres C.27, C.28, C.29 et C.30 sont ajoutés:

«C.27 ESSAI DE TOXICITE SUR LES CHIRONOMES DANS UN SYSTEME EAU-SEDIMENT DOPE

INTRODUCTION

La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 218 (2004) de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques. Cette méthode d'essai est concue pour évaluer les effets d’'une exposition prolongée a des substances
chimiques sur des larves de Chironomus sp., un diptére vivant dans les sédiments d’eau douce. Elle s'appuie sur
des protocoles d'essais de toxicité sur Chironomus riparius et Chironomus tentans, mis au point en Europe (1) (2) (3)
et en Amérique du Nord (4) (5) (6) (7) (8), et soumis a des essais circulaires (1) (6) (9). Dautres espéces de
chironomes bien documentées peuvent aussi étre employées, par exemple Chironomus yoshimatsui (10) (11).

Le scénario d’exposition appliqué dans cette méthode d'essai consiste a introduire la substance d'essai dans le
sédiment. La sélection du mode d’exposition dépend de la finalité de l'essai. Le dopage du sédiment vise a simuler
accumulation de produits chimiques persistants dans le sédiment. Ce chargement s'effectue dans un systéme
expérimental eau-sédiment.

En général, les substances a tester sur des organismes vivant dans les sédiments subsistent longtemps dans ce
compartiment. Ces organismes peuvent étre exposés par diverses voies. L'importance relative de chaque voie
d’exposition et le temps pris par chacune d’entre elles pour contribuer a Teffet toxique global dépendent des
propriétés physico-chimiques de chaque substance chimique. Dans le cas des substances fortement adsorbantes
(par exemple avec un log K .> 5) ou des substances liées de facon covalente au sédiment, l'ingestion d’aliments
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contaminés peut constituer une voie d’exposition non négligeable. Afin de ne pas sous-estimer la toxicité des
substances fortement lipophiles, on envisagera d’ajouter de la nourriture au sédiment avant l'application de la
substance d’essai. La présente méthode d’essai est axée sur 'exposition a long terme, de facon a couvrir toutes les
voies d’exposition potentielles. L'essai dure de 20 a 28 jours pour C. riparius et C. yoshimatsui et de 28 a 65 jours
pour C. tentans. Si l'on a besoin de données a court terme pour un motif précis, par exemple pour étudier les
effets d'une substance chimique instable, des récipients supplémentaires, ajoutés au dispositif expérimental,
peuvent étre retirés apres 10 jours d’essai.

4. Les effets observés sont le nombre total d'adultes émergés et temps écoulé jusqua I'émergence. Si 'on a besoin
de données a court terme, il est recommandé de ne mesurer la survie et la croissance des larves qu'apres
10 jours, en ajoutant le nombre nécessaire de récipients supplémentaires.

5. Lutilisation d'un sédiment reconstitué est recommandée en raison de ses avantages par rapport aux sédiments
naturels:

— la variabilité expérimentale est réduite parce que le sédiment reconstitué forme une “matrice normalisée”
reproductible; en outre, il n'est plus nécessaire de trouver des sources de sédiments non contaminés et non
pollués,

— les essais peuvent étre effectués a nimporte quel moment de I'année, la variabilité saisonniére n'intervenant
plus, et il n'est pas nécessaire de traiter préalablement le sédiment afin d’éliminer la faune indigéne; l'utili-
sation de sédiments reconstitués diminue aussi le cout associé a la collecte sur le terrain d’une quantité
suffisante de sédiments pour les essais systématiques,

— les sédiments reconstitués permettent de comparer la toxicité des substances et de les classer en conséquence.
6. Lappendice 1 contient les définitions employées dans la présente méthode d’essai.

PRINCIPE DE L’ESSAI

7. Des chironomes au premier stade larvaire sont exposés a une gamme de concentrations de la substance d’essai
dans un systeme sédiment-eau. Une fois la substance d'essai incorporée au sédiment, des larves au premier stade
sont introduites dans des béchers ot les concentrations d'eau et de sédiment ont été stabilisées. L'émergence des
chironomes et leur vitesse de développement sont mesurées a la fin de l'essai. La survie des larves et leur poids
peuvent aussi étre mesurés apres 10 jours si nécessaire (en ajoutant le nombre d'expériences identiques requis).
Ces données sont analysées, soit a I'aide d'un modele de régression pour estimer la concentration qui entrainerait
une réduction de x % de I'émergence ou de la survie des larves ou de leur croissance (par exemple CE;s, CEs,
etc.), soit par la vérification d’une hypothése statistique afin de déterminer une CSEO/CMEO. Cette derniére
nécessite une comparaison entre les valeurs efficaces et les valeurs des témoins a laide de tests statistiques.

INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

8. 1l faudrait connaitre 'hydrosolubilité de la substance d’essai, sa pression de vapeur, son coefficient de partage
mesuré ou calculé dans le sédiment et sa stabilité dans l'eau et le sédiment. Il convient de disposer d’une
méthode d’analyse fiable pour quantifier la substance d’essai dans l'eau sus-jacente, dans l'eau des pores et
dans le sédiment, et pour laquelle la précision et le seuil de détection sont connus. Il est également utile de
connaitre la formule structurale et la pureté de la substance d’essai ainsi que son devenir chimique (par exemple
sa dissipation, sa dégradation abiotique et biotique, etc.). Des indications complémentaires pour tester les
substances se prétant difficilement a l'essai en raison de leurs propriétés physico-chimiques sont fournies a la
référence (12).

SUBSTANCES CHIMIQUES DE REFERENCE

9. Des substances de référence pourront étre testées régulierement afin de démontrer, la fiabilité du protocole et des
conditions de l'essai. Voici quelques exemples de toxiques de référence ayant fait leurs preuves dans des essais
circulaires et des études de validation: lindane, trifluraline, pentachlorophénol, chlorure de cadmium et chlorure
de potassium (1) (2) (5) (6) (13).

VALIDITE DE L’ESSAI

10. Pour que l'essai soit valide, les conditions suivantes doivent étre remplies:
— I'émergence chez les témoins doit atteindre au moins 70 % a la fin de l'essai (1) (6),

— s'agissant de C. riparius et C. yoshimatsui, I'émergence au stade adulte dans les récipients témoins doit avoir
lieu entre 12 et 23 jours apres leur introduction dans les récipients expérimentaux; C. tentans nécessite une
période de 20 & 65 jours,
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15.

— a la fin de lessai, le pH et la concentration d'oxygéne dissous seront mesurés dans chaque récipient. La
concentration d’oxygene devrait atteindre au moins 60 % de la valeur de saturation en air (VSA) a la
température appliquée et le pH de I'eau sus-jacente devrait étre compris entre 6 et 9 dans tous les récipients
expérimentausx,

— la température de l'eau ne devrait pas varier de plus de + 1,0 °C et pourrait étre controlée grace a une
chambre isotherme, auquel cas la température de la chambre devra étre confirmée a intervalles appropriés.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Récipients expérimentaux

L'essai se déroule dans des béchers en verre de 600 ml, mesurant 8 cm de diameétre. Dautres récipients peuvent
étre utilisés a condition quils permettent de garantir une profondeur adéquate d’eau et de sédiment. Le sédiment
doit offrir une superficie de 2 a 3 cm? par larve. Le quotient de la profondeur de la couche de sédiment par la
profondeur de la couche d’eau sus-jacente doit étre égal a 1/4. Les récipients et les autres appareils qui entreront
en contact avec le systéme d'essai doivent étre composés uniquement de verre ou d’un autre matériau chimi-
quement inerte (par exemple du Téflon).

Sélection des espéces

Chironomus riparius est I'espéce qui convient le mieux. Chironomus tentans peut aussi étre utilisé, mais il est plus
difficile a manipuler et nécessite une période d'essai plus longue. Chironomus yoshimatsui convient également. La
méthode de culture de Chironomus riparius est détaillée a lappendice 2. D'autres documents décrivent les
conditions de culture des autres espéces: Chironomus tentans (4) et Chironomus yoshimatsui (11). L'identification
de T'espéce est a confirmer avant l'essai, mais n'est pas requise avant chaque essai si les organismes proviennent
d'un élevage interne.

Sédiment

Il est préférable d'employer un sédiment reconstitué (également dénommé sédiment artificiel ou synthétique).
Néanmoins, si 'on opte pour un sédiment naturel, il faudrait le caractériser, au moins quant au pH et a la teneur
en carbone organique, (la détermination d'autres parameétres, tels que le rapport C/N et la granulométrie est aussi
recommandée) et sassurer qu'il nest pas contaminé et n’abrite pas d’autres organismes qui pourraient entrer en
compétition avec les chironomes ou les consommer. Avant d'utiliser un sédiment naturel dans un essai de
toxicité sur les chironomes, il est également recommandé de le maintenir durant sept jours dans des conditions
identiques a celles qui seront appliquées durant l'essai (conditionnement). Le sédiment reconstitué décrit ci-
dessous, basé sur le sol artificiel utilisé dans la méthode d'essai C.8, est recommandé (14) (1) (15) (16):

a) 4-5 % (poids sec) de tourbe, avec un pH aussi proche que possible de 5,5 a 6,0; il est important d’utiliser une
tourbe sous forme de poudre, finement broyée (dimension des particules < 1 mm) et séchée uniquement a
l'air;

b) 20 % (poids sec) d’argile kaolinique (teneur en kaolinite de préférence supéricure a 30 %);

¢) 75-76 % (poids sec) de sable quartzique (composé en majorité de sable fin, plus de 50 % des particules
mesurant entre 50 et 200 pm);

d) ajouter de I'eau désionisée jusqua ce que la teneur en humidité du mélange final atteigne 30 a 50 %;

e) ajouter du carbonate de calcium de qualité chimiquement pure (CaCOj;) pour ajuster le pH du mélange final
composant le sédiment a 7,0 £ 0,5. Il convient d’obtenir 2 % (+ 0,5 %) de carbone organique dans le mélange
final en y ajoutant les quantités appropriées de tourbe et de sable, comme indiqué en a) et en c).

Les sources de tourbe, de kaolin et de sable doivent étre connues. On vérifiera que les composants du sédiment
ne sont pas contaminés par des substances chimiques (par exemple des métaux lourds, des composés organo-
chlorés, des composés organophosphorés, etc.). Un exemple de préparation de sédiment reconstitué est décrit a
lappendice 3. Les composants peuvent aussi étre mélangés a I'état sec, a condition de démontrer qu'aprés l'ajout
de Teau sus-jacente, les composants du sédiment ne se séparent pas (flottement de particules de tourbe, par
exemple) et que la tourbe ou le sédiment sont suffisamment conditionnés.

Eau

Toute eau conforme aux caractéristiques chimiques d’une eau de dilution acceptable selon les critéres spécifiés
aux appendices 2 et 4 peut servir a l'essai. Toute eau appropriée, naturelle (cau superficielle ou souterraine),
reconstituée (voir appendice 2) ou eau du robinet déchlorée, est acceptable comme eau pour I'élevage et les essais
si les chironomes y survivent sur toute la durée de I'élevage et de I'essai sans manifester de signes de stress. Au
début de Tessai, le pH de I'eau d'essai se situera entre 6 et 9 et sa dureté totale ne dépassera pas 400 mg/l en
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CaCO;. Néanmoins, si I'on suspecte une interaction entre les ions qui provoquent la dureté et la substance
d’essai, il faudra utiliser une eau moins dure (et ne pas employer le milieu Elendt M4 dans ce cas). Le méme type
d’eau doit étre utilisé tout au long de I'étude. Les caractéristiques de la qualité de I'eau énumérées a I'appendice 4
sont & mesurer au moins deux fois par an ou chaque fois que ses caractéristiques sont susceptibles d'avoir été
significativement modifiées.

Solutions méres — sédiments dopés

Les sédiments dopés sont généralement préparés a la concentration souhaitée en ajoutant directement une
solution de la substance d'essai au sédiment. Une solution mére de la substance d’essai dissoute dans de I'eau
désionisée est mélangée au sédiment reconstitué a I'aide d’'un agitateur a rouleaux, d'un mélangeur pour aliments
ou mélangée a la main. Si la substance d’essai est peu soluble dans l'eau, elle peut étre dissoute dans un volume
aussi petit que possible d'un solvant organique adéquat (hexane, acétone ou chloroforme, par exemple). Cette
solution est ensuite mélangée a 10 g de sable quartzique fin par récipient d'essai. Il faut attendre que le solvant
s’évapore jusqua ce quil soit totalement éliminé du sable; le sable est ensuite mélangé avec la quantité appro-
priée de sédiment par bécher. Seuls des agents trés volatils peuvent étre utilisés pour solubiliser, disperser ou
émulsifier la substance d’essai. On n'oubliera pas de tenir compte de la quantité de sable apportée avec le
mélange de la substance d’essai et du sable lors de la préparation du sédiment (ce dernier sera préparé avec
moins de sable). 1l faudra veiller a mélanger complétement la substance d’essai au sédiment et a I'y répartir
uniformément. Si nécessaire, on analysera des sous-échantillons afin de déterminer le degré d’homogénéité.

CONCEPTION DE L’ESSAI

La conception de l'essai définit le nombre et I'espacement des concentrations expérimentales, le nombre de
récipients a chaque concentration et le nombre de larves par récipient. La marche a suivre pour estimer une
valeur de CE, la CSEO et mener un essai limite est décrite.

Conduite d’une analyse de régression

La concentration efficace (par exemple, CE;5, CEsq) et la gamme de concentrations dans laquelle l'effet produit
par la substance d'essai est d'intérét doivent étre couvertes par les concentrations incluses dans l'essai. Généra-
lement, l'exactitude, et plus particulierement la validité, de I'estimation des concentrations efficaces (CE,) s'ac-
croissent lorsque la concentration efficace se situe dans la gamme des concentrations testées. Il faut éviter
d’extrapoler des résultats tres en dessous de la concentration efficace la plus faible ou au-dessus de la concen-
tration maximale. Il est utile de conduire un essai préliminaire pour déterminer la gamme des concentrations a
utiliser (voir paragraphe 27).

Sl faut estimer la CE,, au moins cinq concentrations et trois répétitions par concentration doivent étre mises a
l'essai. En tout état de cause, il est recommandé de tester suffisamment de concentrations pour obtenir une
bonne estimation du modele. Le facteur séparant les concentrations ne doit pas excéder deux (sauf dans les cas
ou la courbe dose-effet présente une pente faible). Le nombre de répétitions par traitement peut étre diminué si
le nombre de concentrations expérimentales entrainant différents effets est augmenté. L'augmentation du nombre
de répétitions ou la contraction des intervalles entre les concentrations expérimentales tend a réduire les
intervalles de confiance pour l'essai. Le nombre de répétitions sera augmenté s'il y a lieu destimer le taux de
survie et la croissance des larves apres dix jours.

Procédure d’estimation d’'une CSEO/CMEO

Sl faut estimer la CMEO ou la CSEO, il convient de tester cinq concentrations expérimentales et au moins
quatre répétitions par concentration, le facteur séparant les concentrations n'excédant pas deux. Le nombre
d’expériences identiques doit étre tel qu’il fournit une puissance statistique permettant de détecter une différence
de 20 % avec le témoin, au seuil de signification statistique de 5% (p = 0,05). Sagissant de la vitesse de
développement, une analyse de la variance (ANOVA) convient généralement, telle que le test de Dunnett ou
le test de Williams (17) (18) (19) (20). S'agissant du taux d’émergence, le test de Cochran-Armitage, le test exact
de Fisher (avec correction selon Bonferroni) ou le test de Mantel-Haenszel peuvent étre utilisés.

Essai limite

Si T'essai préliminaire de détermination de I'ordre de grandeur des concentrations n’a engendré aucun effet, un
essai limite peut étre conduit (une concentration expérimentale et un témoin). L'essai limite se pratique avec une
concentration suffisamment élevée pour permettre aux décideurs d’exclure tout effet toxique possible de la
substance d'essai et la limite est fixée a une concentration censée ne jamais étre atteinte dans les conditions
réelles. Une concentration de 1 000 mg/kg (poids sec) est recommandée. 1l est généralement nécessaire de mener
au moins six répétitions pour les organismes traités et les témoins. Il y a lieu de démontrer que la puissance
statistique est suffisante pour détecter une différence de 20 % avec les témoins, au seuil de signification statistique
de 5% (p = 0,05). En ce qui concerne leffet sur la vitesse de développement et sur le poids, le test t constitue
une méthode statistique appropriée, si les données respectent les conditions exigées par ce test (normalité,
variances homogenes). On pourra recourir au test t a variance inégale ou a un test non paramétrique, tel que
le test de Wilcoxon-Mann-Whitney si ces conditions ne sont pas remplies. S'agissant du taux d’émergence, le test
exact de Fisher convient.
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MODE OPERATOIRE
Conditions d’exposition
Préparation du systeme sédiment dopé — eau

La procédure de mélange de la substance d’essai au sédiment décrite dans la méthode d'essai C.8, Toxicité pour
les vers de terre, est recommandée pour cet essai (14). Les sédiments dopés sont placés au fond des récipients
avant dy verser I'eau, de fagon a obtenir un ratio volumique sédiment-eau de 1/4 (voir paragraphes 11 et 15). La
profondeur de la couche de sédiment doit étre comprise entre 1,5 et 3 cm. Afin d'éviter la séparation des
constituants du sédiment et la resuspension des particules fines pendant le remplissage de la colonne d’eau, on
peut recouvrir le sédiment d’un disque en plastique durant cette opération et retirer le disque juste apres. D'autres
dispositifs conviennent également.

Les récipients expérimentaux doivent étre couverts (par des plaques de verre, par exemple). On prendra soin de
remplacer les volumes d’eau évaporée durant I'étude, le cas échéant, et ce avec de l'eau distillée ou désionisée afin
d’empécher T'accumulation de sels.

Stabilisation

Une fois que le sédiment dopé surmonté d'une couche d'eau a été préparé, il est souhaitable de laisser la
substance d’essai se répartir entre la phase aqueuse et le sédiment (3) (4) (6) (13), et ce, de préférence, dans
les mémes conditions de température et d’aération que durant lessai. L'équilibre met de quelques heures a
quelques jours a s'établir, voire 4-5 semaines dans de rares cas, selon le sédiment et la substance chimique. 1l
ne faut pas attendre que I'équilibre soit atteint, car beaucoup de substances risquent de se dégrader durant cette
période, mais un temps d’attente de 48 heures est reccommandé. Au terme de cette période d'’équilibrage, on
mesure la concentration de la substance d’essai dans l'eau sus-jacente, les pores et le sédiment, au moins pour la
concentration la plus élevée et la plus faible (voir paragraphe 38). Ces déterminations analytiques de la substance
d'essai permettent de calculer le bilan massique et d’exprimer les résultats en fonction des concentrations
mesurées.

Introduction des organismes d'essai

Quatre a cinq jours avant d'introduire les organismes d’essai dans les récipients, des amas d’ceufs sont prélevés
dans les cultures et déposés dans de petits flacons contenant du milieu de culture. Un milieu plus ancien issu de
la culture mére tout comme un milieu fraichement préparé peuvent étre utilisés. Si ce dernier est utilisé, on
ajoutera une petite quantité de nourriture, par exemple des algues vertes etfou quelques gouttes du filtrat d’'une
suspension de paillettes pour poissons finement broyées, au milieu de culture (voir appendice 2). Seuls des amas
d'ceufs fraichement pondus peuvent étre utilisés. Normalement, les larves commencent a éclore quelques jours
apres la ponte (2 a 3 jours pour Chironomus riparius @ 20 °C et 1 a 4 jours pour Chironomus tentans a 23 °C et
Chironomus yoshimatsui a 25 °C) et le développement des larves se déroule en quatre stades, dont chacun dure 4 a
8 jours. Cet essai se pratique au premier stade larvaire (2-3 ou 1-4 jours apres I'éclosion). Il est possible de
vérifier le stade de développement des moucherons d’apres la largeur de la capsule céphalique (6).

Vingt larves au premier stade, choisies au hasard, sont déposées dans chaque récipient contenant le sédiment
dopé et l'eau, a l'aide d'une pipette émoussée. L'aération de I'eau doit étre interrompue dés qu'on introduit les
larves dans les récipients expérimentaux, et ce durant 24 heures aprés l'ajout des larves (voir paragraphes 25 et
32). Selon le protocole expérimental suivi (voir paragraphes 19 et 20), le nombre de larves utilisées par
concentration s’éleve au moins a 60 pour l'estimation d’une valeur de concentration efficace (CE) et a 80
pour la détermination de la CSEO.

Concentrations d’essai

Il peut étre utile de conduire un essai de détermination de I'ordre de grandeur pour délimiter la gamme de
concentrations a appliquer dans lessai proprement dit. A cet effet, on utilise une série de concentrations
largement espacées de la substance d’essai. Afin de reproduire la méme densité de surface par chironome que
dans l'essai proprement dit, les chironomes sont exposés a chaque concentration de la substance d’essai durant
une période permettant d’estimer les concentrations expérimentales appropriées et aucune expérience identique
n'est nécessaire.

Les concentrations pour l'essai définitif sont choisies en fonction des résultats de l'essai de détermination de
lordre de grandeur. Au moins cinq concentrations doivent étre appliquées et sélectionnées comme décrit aux
paragraphes 18 a 20.

Témoins

L'essai inclura le nombre nécessaire de récipients témoins pourvus du sédiment mais exempts de toute substance
d'essai (voir paragraphes 19-20). Si la substance d'essai a été appliquée a l'aide d’un solvant (voir paragraphe 16),
il convient d’ajouter un témoin dont le sédiment contient également le solvant.
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Systéme expérimental

30. Des systemes statiques sont utilisés. Des systémes semi-statiques ou a écoulement continu avec renouvellement
intermittent ou continu de l'eau sus-jacente peuvent étre utilisés dans des cas exceptionnels, par exemple si les
spécifications de la qualité de I'eau deviennent inappropriées pour I'organisme d'expérience ou affectent 'équi-
libre chimique (si, par exemple, la concentration d’oxygene dissous devient trop basse, la concentration des
excréta augmente de fagon trop importante ou si des minéraux lessivés a partir du sédiment affectent le pH etfou
la dureté de l'eau). Néanmoins, d'autres méthodes d’amélioration de la qualité de I'eau sus-jacente, telles que
l'aération, seront normalement suffisantes et préférables.

Alimentation

31. Les larves ont besoin détre nourries, de préférence quotidiennement TetraPhyll; ou au moins trois fois par
semaine. Durant les dix premiers jours, chaque jeune larve recevra quotidiennement 0,25 a 0,5 mg (0,35-0,5 mg
pour C. yoshimatsui) de nourriture pour poissons (suspendue dans I'eau ou finement moulue, par exemple
TetraMin ou TetraPhyll; voir les détails a I'appendice 2). Il peut étre nécessaire d’augmenter légérement cette
quantité pour les larves plus agées: 0,5-1 mg par larve et par jour devrait suffire pour le reste de I'essai. On
diminuera la ration alimentaire de tous les organismes traités et témoins si des champignons se développent ou
si des organismes témoins meurent. Si la croissance fongique s'avére impossible a enrayer, l'essai doit étre
renouvelé. Si l'essai porte sur des substances fortement adsorbantes (par exemple avec un log K. > 5) ou des
substances liées de fagon covalente au sédiment, la quantité de nourriture nécessaire a la survie et a la croissance
naturelle des organismes peut étre ajoutée au sédiment reconstitué avant la période de stabilisation. Dans ce cas,
la nourriture pour poissons est remplacée par une ration végétale, par exemple 0,5 % (poids sec) de feuilles
finement broyées d'ortie (Urtica dioica), de mdrier (Morus alba), de trefle blanc ou rampant (Trifolium repens),
d’épinard (Spinacia oleracea), par exemple, ou d’un autre matériau végétal (Cerophyl ou alpha-cellulose).

Conditions d’incubation

32. L'eau sus-jacente est soumise a une légeére aération, mise en route de préférence 24 heures apres l'introduction
des larves et maintenue jusqua la fin de l'essai (il faut veiller & ce que la concentration d’oxygéne dissous ne
tombe pas en dessous de 60 % de la valeur de saturation en air). L'air est insufflé a travers une pipette Pasteur en
verre fixée 2 a 3 cm au-dessus de la couche de sédiment (une ou quelques bulles par seconde). Si la substance
d’essai est volatile, il faudra éventuellement supprimer l'aération.

33. L'essai est mené a température constante (20 °C + 2 °C). Pour C. tentans et C. yoshimatsui, les températures
recommandées s'élevent respectivement a 23 °C et 25 °C ( 2 °C). La photopériode est de 16 heures et I'éclai-
rement compris entre 500 et 1 000 lux.

Durée de lexposition

34. Lexposition débute avec l'introduction des larves dans les récipients traités et témoins. La durée maximale de
I'exposition s'éleve a 28 jours pour C. riparius et C. yoshimatsui et a 65 jours pour C. tentans. Si les moucherons
émergent plus tot, I'essai peut s'achever au moins cing jours aprés I'émergence du dernier adulte témoin.

Observations
Emergence

35. La durée du développement et le nombre total de moucherons males et femelles adultes totalement émergés sont
a déterminer. Les males sont faciles a identifier grace a leurs antennes plumeuses.

36. Au moins trois fois par semaine, on vérifiera que les organismes des récipients expérimentaux ne manifestent
aucun comportement anormal (sortie du sédiment, nage inhabituelle par exemple) par rapport aux témoins.
Chaque jour, durant la période supposée de I'émergence, on comptera le nombre de moucherons émergés et on
consignera le sexe et le nombre de moucherons complétement émergés. Apres identification, les moucherons
sont retirés des récipients. Tout amas d'ceufs déposé avant la fin de l'essai doit étre recensé puis enlevé afin
d’empécher la réintroduction de larves dans le sédiment. Le nombre de pupes visibles nayant pas réussi a
émerger est aussi enregistré. Des indications sur la fagon de mesurer I'émergence sont données a I'appendice 5.

Croissance et survie

37. Sil faut fournir des données sur la survie et la croissance des larves aprés 10 jours, des récipients d’essai
supplémentaires seront ajoutés dés le début de l'essai, pour pouvoir étre utilisés ultérieurement. Le sédiment
de ces récipients supplémentaires sera tamisé a travers des mailles de 250 pm pour retenir les larves. La mort est
déterminée par deux critéres: Iimmobilité et I'absence de réaction a un stimulus mécanique. Les larves non
récupérées doivent aussi étre comptabilisées parmi les mortes (les larves qui sont mortes au début de I'essai ont
pu étre dégradées par des microbes). Aprés avoir déterminé le poids sec (sans cendres) des larves survivantes par
récipient expérimental, on calcule le poids sec individuel moyen par récipient. Il est utile d’établir a quel stade se
trouvent les larves survivantes, et ce d’aprés la largeur de la capsule céphalique de chaque individu.



L 81/188

Journal officiel de 'Union européenne

19.3.2014

38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

45.

46.

Mesures analytiques
Concentration de la substance d'essai

Avant le début de l'essai (C’est-a-dire avant l'introduction des larves), on préleve des échantillons du sédiment d’au
moins un récipient par traitement, afin de déterminer analytiquement la concentration de la substance d’essai
dans le sédiment. Il est recommandé d’analyser, au minimum, des échantillons de l'eau sus-jacente, de I'eau des
pores, et du sédiment, au début (voir paragraphe 24) et a la fin de l'essai, et ce de la concentration la plus élevée
et d’une concentration plus basse. Les concentrations de la substance d’essai nous renseignent sur le compor-
tement et la répartition de la substance d'essai dans le systeme eau-sédiment.

Lorsqu'on effectue des mesures intermédiaires (par exemple au septiéme jour) et si 'analyse requiert des échan-
tillons volumineux qui ne peuvent étre prélevés des récipients sans influencer le systtme expérimental, les
analyses seront pratiquées sur des échantillons provenant de récipients expérimentaux supplémentaires traités
de la méme facon (y compris par la présence des organismes d’essai), mais non utilisés pour des observations
biologiques.

Pour isoler l'eau interstitielle, on recommande de centrifuger les échantillons a 10 000 g et a 4 °C durant
30 minutes. Cependant, s'il est démontré que la substance d'essai ne s'adsorbe pas sur les filtres, la filtration
est également acceptable. Avec des échantillons trop petits, il arrive que les concentrations dans 'eau des pores
soient impossibles a analyser.

Parameétres physico-chimiques

Le pH de l'eau et la température des récipients d'essai doivent étre mesurés de fagon appropriée (voir paragraphe
10). La dureté de l'eau et la teneur en ammoniac sont mesurées dans les récipients témoins et dans un récipient
traité a la concentration la plus élevée, au début et a la fin de l'essai.

RESULTATS ET RAPPORT
Traitement des résultats

Cet essai vise a déterminer l'effet de la substance d’essai sur la vitesse de développement et le nombre total de
moucherons males et femelles totalement émergés ou, dans le cas de I'essai de 10 jours, les effets sur la survie et
le poids des larves. Si rien n'indique que les deux sexes présentent des différences statistiques de sensibilité, les
résultats obtenus sur les males et les femelles peuvent étre regroupés pour I'analyse statistique. Les différences de
sensibilité entre les sexes peuvent étre jugées statistiquement par un test (de tableau) x* - r x 2, par exemple. La
survie des larves et le poids sec individuel moyen par récipient doivent étre déterminés aprés dix jours, le cas
échéant.

Il est préférable de calculer les concentrations efficaces, exprimées en fonction du poids sec, a partir des
concentrations mesurées dans le sédiment au début de l'essai (voir paragraphe 38).

Pour estimer ponctuellement la CEs, ou une quelconque CE,, les statistiques par récipient peuvent étre utilisées
comme des expériences identiques proprement dites. Lorsqu'on calcule un intervalle de confiance pour une
quelconque CE,, il faut tenir compte de la variabilité entre les récipients ou montrer que celle-ci est négligeable.
Si le modele est ajusté par la méthode des moindres carrés, il convient d’appliquer une transformation des
données pour les statistiques par récipient afin d'accroitre 'homogénéité de la variance. Toutefois, les valeurs de
la CE, sont a calculer apres que les résultats ont été “retransformés” de fagon a recouvrer leur valeur originale.

Si l'analyse statistique vise a déterminer la CSEO/CMEO par la vérification d'une hypotheése, la variabilité entre les
récipients doit étre prise en compte, par exemple a l'aide d'une analyse de la variance (ANOVA) “emboitée”. Par
contre, des tests plus robustes (21) peuvent étre utilisés au cas ol les hypotheses habituelles de I'analyse de la
variance ne se vérifient pas.

Taux d'émergence

Le taux d’émergence donne une réponse par tout ou rien et peut étre analysé par le test de Cochran-Armitage
appliqué de facon régressive si la relation dose-effet est supposée étre monotone et si les taux d’émergence
corroborent cette hypothése. Dans le cas contraire, un test exact de Fisher ou un test de Mantel-Haenszel avec
des valeurs de p corrigées selon Bonferroni-Holm peuvent étre employés. S'il s'avere que la variabilité entre
expériences identiques a la méme concentration est supérieure a ce qu'une distribution binomiale indiquerait
(variation souvent qualifiée d*“extra-binomiale”), on appliquera un test plus robuste (Cochran-Armitage ou test
exact de Fisher) comme proposé a la référence (21).

La somme des moucherons émergés par récipient, n,, est déterminée et divisée par le nombre de larves
introduites, n,:

TE =
My
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ot

TE = taux d’émergence

n, = nombre de moucherons émergés par récipient
n, = nombre de larves introduites par récipient

47. Une variante plus appropriée aux échantillons de grande taille, lorsque la variance est extra-binomiale, consiste a
traiter le taux d’émergence comme une réponse continue et a appliquer une méthode telle que le test de William
si la relation dose-effet est supposée étre monotone et si les taux d’émergence corroborent cette hypothése. Le
test de Dunnett convient dans le cas ou la relation ne s'avére pas monotone. Ici, on considére qu'un échantillon
est de grande taille lorsque le nombre de moucherons émergés et le nombre de chironomes non émergés
dépassent chacun cing, par récipient expérimental.

48. Pour réaliser 'analyse de la variance (ANOVA), il convient d'appliquer aux valeurs de TE une transformation
“arcsinus-racine carrée” ou “Freeman-Tukey” afin d’obtenir une distribution proche de la normale et d’égaliser les
variances. Le test de Cochran-Armitage, le test exact de Fisher (avec correction de Bonferroni) ou le test de
Mantel-Haenszel peuvent étre employés lorsquon utilise des fréquences absolues. La transformation arcsinus-
racine carrée consiste a calculer linverse du sinus (sinus!) de la racine carrée du TE.

49. Pour les taux d’émergence, les valeurs de la CE, sont calculées par une analyse de régression [ou par probit (22),
logit, Weibull, des logiciels commerciaux appropriés, etc.]. Si I'analyse de la régression échoue (par exemple,
lorsqu'il y a moins de deux réponses partielles), on fait appel a d’autres méthodes non paramétriques telles que la
moyenne mobile ou une simple interpolation.

Vitesse de développement

50. La période de développement moyenne représente le temps moyen écoulé entre l'introduction des larves (jour 0
de Tessai) et I'émergence de la cohorte expérimentale de moucherons (pour calculer la période de développement
réelle, il faut tenir compte de I'dge des larves au moment de l'introduction). La vitesse de développement est
l'inverse de la période de développement (unité: 1fjour) et représente la partie du développement larvaire qui
s'effectue par jour. Pour évaluer la toxicité dans les sédiments, il est préférable de choisir la vitesse de dévelop-
pement, car sa variance est plus faible et ses valeurs sont plus homogenes et plus proches d'une distribution
normale, en comparaison avec la période de développement. C'est pourquoi les tests paramétriques puissants
conviennent mieux a la vitesse de développement qu'a la période de développement. Si la vitesse de dévelop-
pement est traitée comme une réponse continue, les valeurs de la CE, peuvent étre estimées par l'analyse de la
régression, par exemple (23), (24).

51. Pour les tests statistiques suivants, le nombre de moucherons observés le jour x sont considérés comme ayant
émergé au milieu de l'intervalle de temps compris entre le jour x et le jour x - 1 (1 = longueur de l'intervalle
d’observation, habituellement 1 jour). La vitesse de développement moyenne par récipient (x) est calculée comme
suit:

m
- "
. Zf”
i=1 Me

X: vitesse de développement moyenne par récipient
i: indice de lintervalle d’observation
m: nombre maximal d’intervalles d’observation

fi: nombre de moucherons émergés durant l'intervalle d’observation i

n,: nombre total de moucherons émergés a la fin de 'expérience (=) f3)
x; vitesse de développement des moucherons émergés durant l'intervalle i
1
x=—
1 ) 11
jour; — =
ot:

jour;: jour d’observation (compté depuis I'application)

I

i durée de lintervalle d'observation 1 (exprimé en jours, habituellement 1 jour)
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52.

Rapport d’essai

Le rapport d'essai doit fournir au moins les informations suivantes:
Substance dessai:

— état physique et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques (hydrosolubilité, pression de vapeur, coefficient de
partage dans le sol (ou dans le sédiment s'il est connuy), stabilité dans l'eau, etc.),

— identification chimique (nom courant, nom chimique, formule structurale, numéro CAS, etc.), pureté et
méthode d'analyse pour la quantification de la substance d’essai.

Espéce dessai:

— animal dessai utilisé: espéce, nom scientifique, source et conditions d’élevage,

— informations sur la manipulation des amas d’ceufs et des larves,

— 4age des animaux d’expérience au moment ol ils ont été déposés dans les récipients expérimentaux.
Conditions expérimentales:

— sédiment utilisé, c’est-a-dire naturel ou reconstitué,

— pour les sédiments naturels: localisation et description du site de prélévement et notamment, si possible, son
histoire en matiére de contamination; caractéristiques: pH, teneur en carbone organique, quotient C/N et
granulométrie, le cas échéant,

— préparation du sédiment reconstitué: ingrédients et caractéristiques (teneur en carbone organique, pH, humi-
dité, etc. au début de I'essai),

— préparation de I'eau d'essai (si I'eau est reconstituée) et caractéristiques (concentration d’oxygene, pH, conduc-
tivité, dureté, etc. au début de l'essai),

— profondeur du sédiment et de l'eau sus-jacente,
— volume de l'eau sus-jacente et de l'eau des pores; poids du sédiment humide avec et sans eau des pores,
— récipients expérimentaux (matériau et dimension),

— méthode de chargement du sédiment: concentrations expérimentales appliquées, nombre d’expériences iden-
tiques et utilisation d’un solvant, le cas échéant,

— phase de stabilisation du systeme sédiment dopé-eau: durée et conditions,

— conditions d’incubation: température, cycle et intensité de lumiére, aération (fréquence et intensité),
— informations détaillées sur la nourriture: type, préparation, quantité et régime d’administration.
Résultats:

— concentrations d’essai nominales, concentrations d’essai mesurées et résultats de toutes les analyses conduites
pour déterminer la concentration de la substance d’essai dans le récipient expérimental,

— qualité de I'eau dans les récipients expérimentaux: pH, température, oxygene dissous, dureté et teneur en
ammoniac,

— remplacement de l'eau d’essai évaporée, le cas échéant,

— nombre de moucherons males et femelles émergés par récipient et par jour,

— nombre de larves non émergées sous la forme de moucherons par récipient,

— poids sec individuel moyen des larves par récipient, et par stade larvaire, s'il y a lieu,

— pourcentage d'émergence par expérience identique et concentration d’essai (regroupement des résultats pour
les moucherons males et femelles),
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— vitesse de développement moyenne des moucherons totalement émergés par expérience identique et concen-
tration d’essai (regroupement des résultats pour les moucherons males et femelles),

— estimation des effets toxiques observés, par exemple CE, (et intervalles de confiance associés), CSEO et/ou
CMEO, et méthodes statistiques employées pour les déterminer,

— analyse des résultats, y compris les répercussions sur les résultats d'un écart éventuel a la présente méthode
d’essai.
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Appendice 1

DEFINITIONS

Les définitions suivantes s'appliquent aux fins de la présente méthode d’essai:

Le sédiment reconstitué, ou artificiel ou synthétique, désigne le mélange de matériaux utilisés pour reproduire au mieux
les composants physiques d'un sédiment naturel.

L'eau sus-jacente est 'eau surmontant le sédiment dans le récipient expérimental.

L'eau interstitielle, ou l'eau des pores, se réfere a 'eau qui occupe les vides laissés entre le sédiment et les particules de
sol.

Le sédiment dopé est un sédiment auquel on a ajouté la substance d’essai.

Une substance d’essai est toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode d’essai.
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10.

11.

Appendice 2

Recommandations pour la culture de Chironomus riparius

Les larves de Chironomus peuvent étre €levées dans des cristallisoirs ou de grands récipients. Du sable quartzique fin
est déposé en couche mince (environ 5 a 10 mm d’épaisseur) sur le fond du récipient. Le Kieselguhr (par exemple
l'art. 8117 de Merck) convient aussi comme substrat (une couche encore plus mince de quelques millimétres a peine
suffit). Une eau de qualité appropriée, profonde de plusieurs centimétres, vient ensuite recouvrir le substrat. En cas
d'évaporation, le niveau d’eau doit toujours étre ramené a sa hauteur initiale, afin de prévenir toute dessiccation. L'eau
peut étre remplacée, si nécessaire. Une légeére aération est fournie. Les récipients d’élevage des larves doivent étre
placés dans des cages appropriées, afin d’empécher la fuite des adultes émergeant. La cage sera suffisamment grande
pour permettre aux adultes émergés d’essaimer, sans quoi la copulation risque de ne pas avoir lieu (dimensions
minimales: 30 x 30 x 30 cm).

Les cages doivent étre gardées a température ambiante, ou a 20 £ 2 °C si elles sont installées dans une chambre a
ambiance constante, avec une photopériode de 16 heures de lumiére (intensité: environ 1 000 lux) et 8 heures
d’obscurité. Une humidité relative de Tair inférieure a 60 % serait susceptible d’empécher la reproduction.

Eau de dilution

Toute eau naturelle ou reconstituée appropriée peut étre utilisée. L'eau d’'un puits, de 'eau du robinet déchlorée et un
milieu artificiel (Elendt “M4” ou “M7”, voir ci-apres) sont souvent utilisés. L'eau doit étre aérée avant emploi. Si
nécessaire, on peut renouveler l'eau de culture en versant ou en siphonnant soigneusement l'eau usée des récipients
expérimentaux, sans détruire les tubes des larves.

Alimentation des larves

Les larves de Chironomus recoivent des paillettes pour poissons (TetraMin®, TetraPhyll® ou une autre marque déposée
équivalente), a raison d’environ 250 mg par récipient et par jour. Cette nourriture peut étre administrée sous la forme
d'une poudre moulue a sec ou d'une suspension dans l'eau: 1,0 g de paillettes ajoutées a 20 ml d’eau de dilution et
agitées de fagon a obtenir un mélange homogene. Cette préparation peut étre administrée a raison d’environ 5 ml par
récipient et par jour (agiter avant emploi). Les larves plus 4gées peuvent en recevoir plus.

La nourriture est ajustée en fonction de la qualité de l'eau. Si le milieu de culture devient trouble, il convient de
réduire la ration. Les quantités de nourriture données sont soigneusement notées. Un manque de nourriture fera
émigrer les larves vers la colonne d’eau, tandis qu'un exces de nourriture intensifiera I'activité microbienne et abaissera
la concentration d’oxygene. Ces deux conditions sont susceptibles de ralentir la croissance des organismes.

Certaines cellules d’algues vertes (Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris) peuvent aussi étre ajoutées lors de la
préparation de nouveaux récipients de culture.

Alimentation des adultes émergents

Certains expérimentateurs ont suggéré de nourrir les adultes émergés au moyen d'un tampon d'ouate imbibé d’une
solution de sucrose saturée.

Emergence

A 20 £ 2°C, les adultes commencent a émerger des récipients d’élevage des larves aprés environ 13 a 15 jours. Il est
facile de distinguer les males d’aprés leurs antennes plumeuses.

Amas d’ceufs

Dés que des adultes sont présents dans la cage d'élevage, il faut vérifier trois fois par semaine, dans tous les récipients
d’élevage de larves, si des amas d'ceufs gélatineux n'ont pas été déposés. Le cas échéant, les amas d’ceufs doivent étre
soigneusement enlevés et transférés dans un petit récipient contenant un échantillon de l'eau d'élevage. Les amas
d'ceufs servent a préparer un nouveau récipient de culture (2 & 4 amas d'ceufs par récipient, par exemple) ou a
pratiquer des essais de toxicité.

Les larves au premier stade devraient éclore aprés 2-3 jours.

Préparation de nouveaux récipients de culture

Une fois que les cultures ont été lancées, il devrait étre possible de préparer un nouveau récipient de culture de larves,
une fois par semaine ou moins souvent, suivant les besoins de l'essai, et de retirer les récipients plus anciens apres
que les moucherons adultes ont émergé. Ce systeme permet d’obtenir réguliérement un contingent d’adultes, avec une
organisation minimale.
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Préparation des solutions d’essai “M4” et “M7”

12. Elendt (1990) a décrit le milieu “M4”. Le milieu “M7” est préparé comme le milieu “M4”, sauf pour les substances
reprises au tableau 1, dont les concentrations sont quatre fois plus faibles dans le milieu “M7” que dans le milieu
“M4”. Une publication sur le milieu “M7” est en préparation (Elendt, communication personnelle). La solution d’essai
ne doit pas étre préparée selon les instructions d’Elendt et Bias (1990), car les concentrations de NaSiO;5H,0,
NaNO;, KH,PO, et K,HPO, indiquées pour la préparation des solutions meres ne conviennent pas.

Préparation du milieu “M7”

13. Chaque solution mere (I) est préparée séparément et une solution mere combinée (II) est préparée a partir de ces
solutions meres (I) (voir tableau 1). Cinquante millilitres de la solution mere combinée (1) additionnés de la quantité
de chaque solution mere de macronutriments indiquée au tableau 2 sont amenés a 1 litre avec de I'eau désionisée
pour préparer le milieu “M7”. On prépare une solution mere de vitamines en ajoutant trois vitamines a de l'eau
désionisée, comme indiqué au tableau 3 et on verse 0,1 ml de la solution mére combinée de vitamines au milieu
“M7” final, peu avant 'emploi (la solution mere de vitamines est stockée congelée par petites aliquotes). Le milieu est
aéré et stabilisé.

BIBLIOGRAPHIE:

BBA (1995). Long-term toxicity test with Chironomus riparius: Development and validation of a new test system. Edited by
M. Streloke and H. K6pp. Berlin 1995.

Tableau 1

Solutions meéres d’éléments en traces pour les milieux M4 et M7

Pour préparer la solution meére
Quantité (mg) | combinée (I): mélanger les quantités C crations finales dans |
pour former |suivantes (ml) de solutions meres (I) et (insen rations ina fsl ans 715
Solutions méres (1) une solution d'1 compléter a 1 litre avec de 'eau solutions expérimentales (mg/l)
litre avec de désionisée
l'eau désionisée
M4 M7 M4 M7

H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, - 4 H,0 (1) 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, - 6 H,O () 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, - 2 H,0 () 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, - 2 H,0 (Y) 335 1,0 0,25 0,017 0,004
ZnCl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, - 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO5 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na,EDTA - 2 H,0 (1) (3 5000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO, - 7 H,O(Y) (3 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Ces substances sont dosées différemment en M4 et M7, comme indiqué plus haut.
(%) Ces solutions sont préparées séparément, puis mélangées et autoclavées immédiatement aprés.
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Tableau 2

Solutions méres de macronutriments pour les milieux M4 et M7

Quantités de solutions meéres . )
. . L Concentrations finales dans les
Quantité (mg) pour former | de macronutriments ajoutées luti érimentales M4
une solution d'1 litre avec de | pour préparer les milieux M4 solutions ex;;e]i/l[r;len ales
l'eau désionisée et M7 ¢ 1
CaCl, - 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, - 7 H,O 246 600 0,5 123,3
KCl 58 000 0,1 58
NaHCO; 64 800 1,0 64,8
NaSiO; - 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1 840 0,1 0,184
Tableau 3

Solution mere de vitamines pour les milieux M4 et M7. Les trois solutions de vitamines seront mélangées de
facon a ne former qu'une solution mére de vitamines

Quantité pour former une | Quantité de solution mere de . .
. B Lo L Concentrations finales dans les
solution d'un litre avec de vitamines ajoutée pour solutions d'essai M4 et M7
l'eau désionisée préparer les milieux M4 et M7 (/)
(mg) (ml e
Hydrochlorure de thiamine 750 0,1 0,075
Cyanocobalamine (B12) 10 0,1 0,0010
Biotine 7,5 0,1 0,00075

BIBLIOGRAPHIE:
Elendt, B.P. (1990). Selenium Deficiency in Crustacean. Protoplasma 154: 25-33.
Elendt, B.P. & W.-R. Bias (1990). Trace Nutrient Deficiency in Daphnia magna Cultured in Standard Medium for Toxicity

Testing. Effects on the Optimization of Culture Conditions on Life History Parameters of D. magna. Water Research 24 (9):
1157-1167.
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Appendice 3

PREPARATION DU SEDIMENT RECONSTITUE
Composition du sédiment

Le sédiment sera reconstitué comme suit:

Ingrédient Caractéristiques % du sédiment
poids sec
Tourbe Tourbe de sphaigne, pH aussi proche que possible de 5,5-6,0, pas de | 4 - 5
résidus de plantes visibles, finement broyée, particules (< 1 mm) et
séchée a lair
Sable quartzique Dimension des particules: > 50 % des particules doivent mesurer | 75 - 76
entre 50 et 200 pm
Argile kaolinique Taux de kaolinite > 30 % 20
Carbone organique Ajusté par l'addition de tourbe et de sable 2 (£0,5)
Carbonate de calcium CaCOs3, pulvérisé, chimiquement pur 0,05 - 0,1
Eau Conductivité < 10 pS/cm 30 - 50
Préparation

La tourbe est séchée a l'air et broyée en poudre fine. Une suspension de la quantité requise de poudre de tourbe dans de
l'eau désionisée est préparée a l'aide d’'un homogénéisateur a haute performance. Le pH de cette suspension est ajusté a
5,5 £ 0,5 avec du CaCOj3. La suspension est conditionnée durant au moins deux jours en l'agitant doucement a 20 + 2 °C,
afin de stabiliser le pH et d’établir une flore microbienne stable. Le pH est vérifié a nouveau; il devrait atteindre 6,0 £ 0,5.
Ensuite la suspension de tourbe est mélangée avec les autres ingrédients (sable et argile kaolinique) et de I'eau désionisée
pour former un sédiment homogene avec une teneur en eau de 30 a 50 % du poids sec du sédiment. Le pH du mélange
final est encore mesuré et ajusté a 6,5-7,5 avec du CaCOs3, si nécessaire. On préleve des échantillons de sédiment afin de
déterminer le poids sec et la teneur en carbone organique. Ensuite, avant d’utiliser le sédiment reconstitué dans I'essai de
toxicité sur les chironomes, il est recommandé de le conditionner durant sept jours dans des conditions identiques a celles
qui seront appliquées durant 'essai subséquent.

Stockage

Les ingrédients secs destinés a la préparation du sédiment artificiel peuvent étre entreposés dans un endroit sec et frais, a
température ambiante. Le sédiment reconstitué (humide) ne doit pas étre stocké avant son utilisation dans I'essai. Il doit
étre utilisé immédiatement apres la période de conditionnement de sept jours qui achéve sa préparation.

BIBLIOGRAPHIE:

Chapitre C.8 de la présente annexe: Toxicité pour les vers de terre.

Meller M., Egeler P., Rombke J., Schallnass H., Nagel R., Streit B. (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachloro-
benzene and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial MEDIA. Ecotox. and Environ. Safety 39:
10-20.
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Appendice 4

Caractéristiques chimiques d’'une eau de dilution acceptable

Substance Concentrations
Matiéres particulaires <20 mg/l
Carbone organique total <2 mgfl
Ammoniac non ionisé <1 pgfl

Dureté en CaCO;

< 400 mg/l (*)

Chlore résiduel <10 pg/l
Totalité des pesticides organophosphorés <50 ngfl
Totalité des pesticides organochlorés et des biphényles polychlorés <50 ng/l
Chlore organique total <25 ngfl

(*) Sl risque d’y avoir une interaction entre les ions qui provoquent la dureté de I'eau et la substance d’essai, il convient d'utiliser une eau

moins dure (auquel cas, le milieu Elendt M4 ne pourra pas étre utilisé).
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Appendice 5

Conseils pour suivre I'émergence des larves de chironomes

Les béchers expérimentaux sont coiffés par des pieges a émergence, du 20° jour jusqua la fin de l'essai. Le schéma ci-
dessous illustre un exemple de picge:

A
B
c
D
E
F

A: toile de nylon. D: ouvertures recouvertes de toile par ol seffectuent les

échanges.
B: coupelles en plastique renversées.
P prastiq E: eau.
C: bécher expérimental sans bec. F: sédiment.

C. 28. ESSAI DE TOXICITE SUR LES CHIRONOMES DANS UN SYSTEME EAU CHARGEE-SEDIMENT

INTRODUCTION

La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 219 de TOCDE (2004) pour les essais de produits
chimiques. Elles est congue pour évaluer les effets d'une exposition prolongée a des substances chimiques sur des
larves de Chironomus sp., un diptere vivant dans les sédiments d’eau douce. Elle s'inspire principalement de la
ligne directrice du BBA, dans laquelle I'exposition s'effectue a l'aide d'un systéme expérimental sédiment-eau,
composé de sol artificiel et d'une colonne d’eau (1). Elle tient compte également des protocoles d'essais de
toxicité sur Chironomus riparius et Chironomus tentans, mis au point en Europe et en Amérique du Nord (2) (3) (4)
(5) (6) (7) (8) et soumis a des essais circulaires (1) (6) (9). D'autres espéces de chironomes bien documentées
peuvent aussi étre employées, par exemple Chironomus yoshimatsui (10) (11).

Le scénario d’exposition appliqué dans la présente méthode d’essai consiste a introduire la substance d’essai dans
l'eau. La sélection du scénario d’exposition dépend de la finalité de I'essai. Le scénario d’'exposition qui consiste a
doper la colonne deau, vise a simuler des pertes par dispersion lors de I'épandage de pesticides et couvre le pic
de concentrations initial dans l'eau interstitielle. 11 sapplique également a d'autres types d’exposition (notamment
des fuites de produits chimiques), a l'exclusion des processus d’accumulation d'une durée supérieure a celle de
l'essai.
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En général, les substances a tester sur des organismes vivant dans les sédiments subsistent longtemps dans ce
compartiment. Ces organismes peuvent étre exposés par diverses voies. L'importance relative de chaque voie
d’exposition et le temps pris par chacune d’entre elles pour contribuer a leffet toxique global dépendent des
propriétés physico-chimiques de chaque substance chimique. Dans le cas des substances fortement adsorbantes
(par exemple avec un log K. > 5) ou des substances liées de facon covalente au sédiment, I'ingestion d’aliments
contaminés peut constituer une voie d’exposition non négligeable. Afin de ne pas sous-estimer la toxicité des
substances fortement lipophiles, on envisagera d’ajouter de la nourriture au sédiment avant l'application de la
substance d’essai. La présente méthode d’essai est axée sur l'exposition a long terme, de fagon a couvrir toutes les
voies d'exposition potentielles. L'essai dure de 20 a 28 jours pour C. riparius et C. yoshimatsui et de 28 a 65 jours
pour C. tentans. Si 'on a besoin de données a court terme pour un motif précis, par exemple pour étudier les
effets de substances chimiques instables, des récipients supplémentaires, ajoutés au dispositif expérimental,
peuvent étre retirés apres 10 jours d’essai.

Les effets mesurés sont le nombre total d'adultes émergés et temps écoulé jusqu'a I'émergence. Si 'on a besoin de
données a court terme, il est recommandé de ne mesurer la survie et la croissance des larves quapres 10 jours,
en ajoutant le nombre nécessaire de récipients supplémentaires.

Lutilisation d'un sédiment reconstitué est recommandée en raison de ses avantages par rapport aux sédiments
naturels:

— la variabilité expérimentale est réduite parce que le sédiment reconstitué forme une “matrice normalisée”
reproductible; en outre, il n'est plus nécessaire de trouver des sources de sédiments non contaminés et non
pollués,

— les essais peuvent étre effectués a n'importe quel moment de l'année, la variabilité saisonniére n'intervenant
plus et il n'est pas nécessaire de traiter préalablement le sédiment afin d’éliminer la faune indigeéne; l'utili-
sation de sédiments reconstitués diminue aussi le cofit associé a la collecte sur le terrain d’'une quantité
suffisante de sédiments pour les essais systématiques,

— les sédiments reconstitués permettent de comparer la toxicité des substances et de les classer en conséquence;
les essais pratiqués sur des sédiments naturels et artificiels ont fourni des données de toxicité comparables
pour plusieurs substances chimiques (2).

L'appendice 1 contient les définitions applicables a la présente méthode d'essai.

PRINCIPE DE L’ESSAI

Des chironomes au premier stade larvaire sont exposés a une gamme de concentrations de la substance d’essai
dans un systéme sédiment-eau. L'essai débute par lintroduction de larves au premier stade dans les béchers
expérimentaux contenant le systéme sédiment-eau et I'ajout de la substance d'essai a l'eau. L'’émergence des
chironomes et leur vitesse de développement sont mesurées a la fin de l'essai. La survie des larves et leur poids
peuvent aussi étre mesurés apres 10 jours si nécessaire (en ajoutant le nombre d’expériences identiques requis).
Ces données sont analysées, soit a I'aide d'un modele de régression pour estimer la concentration qui entrainerait
une réduction de x % de I'émergence ou de la survie des larves ou de leur croissance (par exemple CE;5, CEs,
etc.), soit par la vérification d'une hypothese statistique afin de déterminer une CSEO/CMEO. Cette derniere
requiert une comparaison entre les valeurs efficaces et les valeurs des témoins a laide de tests statistiques.

INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

I faudrait connaitre 'hydrosolubilité de la substance d'essai, sa pression de vapeur, son coefficient de partage
mesuré ou calculé dans le sédiment et sa stabilité dans I'eau et le sédiment. Il convient de disposer d'une
méthode danalyse fiable pour quantifier la substance d’essai dans l'eau sus-jacente, l'eau interstitielle et le
sédiment, et pour laquelle la précision et le seuil de détection sont connus. Il est également utile de connaitre
la formule structurale et la pureté de la substance d’essai ainsi que son devenir chimique (par exemple dissipa-
tion, dégradation abiotique et biotique, etc.). Des indications complémentaires pour tester les substances se
prétant difficilement a l'essai en raison de leurs propriétés physico-chimiques sont fournies a la référence (12).

SUBSTANCES DE REFERENCE

Des substances de référence pourront étre testées régulierement pour démontrer la fiabilité du protocole et des
conditions de T'essai. Voici quelques exemples de toxiques de référence ayant fait leurs preuves dans des essais
circulaires et des études de validation: lindane, trifluraline, pentachlorophénol, chlorure de cadmium et chlorure
de potassium (1) (2) (5) (6) (13).

VALIDITE DE L’ESSAI

Pour que l'essai soit valide, les conditions suivantes doivent étre remplies:

— I'émergence chez les témoins doit atteindre au moins 70 % a la fin de l'essai (1) (6),
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— slagissant de C. riparius et C. yoshimatsui, I'émergence au stade adulte dans les récipients témoins doit avoir
lieu entre 12 et 23 jours apres leur introduction dans les récipients expérimentaux; C. tentans nécessite une
période de 20 a 65 jours,

— a la fin de l'essai, le pH et la concentration d’'oxygene dissous seront mesurés dans chaque récipient. La
concentration d’oxygéne devrait atteindre au moins 60 % de la valeur de saturation en air (VSA) a la
température appliquée et le pH de I'eau sus-jacente devrait étre compris entre 6 et 9 dans tous les récipients
expérimentaux,

— la température de l'eau ne devrait pas varier de plus de = 1,0 °C et pourrait étre controlée grice a une
chambre isotherme, auquel cas la température de la chambre devra étre confirmée a intervalles appropriés.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Récipients expérimentaux

L'essai se déroule dans des béchers en verre de 600 ml, mesurant 8 cm de diamétre. D’autres récipients peuvent
étre utilisés a condition qu'ils permettent de garantir une profondeur adéquate d’eau et de sédiment. Le sédiment
doit offrir une superficie de 2 a 3 cm? par larve. Le quotient de la profondeur de la couche de sédiment par la
profondeur de la couche d’eau sus-jacente doit étre égal a 1/4. Les récipients et les autres appareils qui entreront
en contact avec le systéme d'essai doivent étre composés uniquement de verre ou d’un autre matériau chimi-
quement inerte (par exemple du Téflon).

Sélection des espéces

Chironomus riparius est 'espéce qui convient le mieux. Chironomus tentans peut aussi étre utilisé, mais il est plus
difficile & manipuler et nécessite une période d'essai plus longue. Chironomus yoshimatsui convient également. La
méthode de culture de Chironomus riparius est détaillée a lappendice 2. Dautres documents décrivent les
conditions de culture des autres espéces: Chironomus tentans (4) et Chironomus yoshimatsui (11). L'identification
des especes est a confirmer avant I'essai, mais n'est pas requise avant chaque essai si les organismes proviennent
d'un élevage interne.

Sédiment

Il est préférable d’employer un sédiment reconstitué (également dénommé sédiment artificiel ou synthétique).
Néanmoins, si I'on opte pour un sédiment naturel, il faudrait le caractériser, au moins quant au pH et a la teneur
en carbone organique (la détermination d’autres parametres, tels que le rapport C/N et la granulométrie est aussi
recommandée), et s'assurer qu'il n’est pas contaminé et n’abrite pas d’autres organismes qui pourraient entrer en
compétition avec les chironomes ou les consommer. Avant d'utiliser un sédiment naturel dans un essai de
toxicité sur les chironomes, il est également recommandé de le maintenir durant sept jours dans des conditions
identiques a celles qui seront appliquées durant l'essai (conditionnement). Le sédiment reconstitué décrit ci-
dessous, basé sur le sol artificiel utilisé dans la méthode d’essai C.8 est recommandé (14) (1) (15) (16):

a) 4-5 % (poids sec) de tourbe, avec un pH aussi proche que possible de 5,5 a 6,0; il est important d'utiliser une
tourbe sous forme de poudre, finement broyée (dimension des particules < 1 mm) et séchée uniquement a
lair;

b) 20 % (poids sec) d'argile kaolinique (teneur en kaolinite de préférence supérieure a 30 %);

¢) 75-76 % (poids sec) de sable quartzique (composé en majorité de sable fin, plus de 50 % des particules
mesurant entre 50 et 200 pm);

d) ajouter de l'eau désionisée jusqua ce que la teneur en humidité du mélange final atteigne 30 a 50 %;

¢) ajouter du carbonate de calcium de qualité chimiquement pure (CaCO;) pour ajuster le pH du mélange final
de sédiments a 7,0  0,5;

f) il convient d'obtenir 2 % ( 0,5 %) de carbone organique dans le mélange final en y ajoutant les quantités
appropriées de tourbe et de sable, comme indiqué en a) et en c).

Les sources de tourbe, d’argile kaolinique et de sable doivent étre connues. On vérifiera que les composants du
sédiment ne sont pas contaminés par des substances chimiques (par exemple des métaux lourds, des composés
organochlorés, organophosphorés, etc.). Un exemple de préparation de sédiment reconstitué est décrit a l'ap-
pendice 3. Les composants peuvent aussi étre mélangés a I'état sec, a condition de démontrer qu'apres l'ajout de
leau sus-jacente, les composants du sédiment ne se séparent pas (flottement de particules de tourbe, par
exemple) et que la tourbe ou le sédiment sont suffisamment conditionnés.
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Eau

Toute eau conforme aux caractéristiques chimiques d'une eau de dilution acceptable selon les critéres spécifiés
aux appendices 2 et 4 convient a l'essai. Toute eau appropriée, naturelle (eau superficielle ou souterraine),
reconstituée (voir appendice 2) ou eau du robinet déchlorée, est acceptable comme eau pour I'élevage et les
essais si les chironomes y survivent sur toute la durée de I'élevage et de I'essai sans manifester de signes de stress.
Au début de Tessai, le pH de l'eau d'essai se situera entre 6 et 9 et sa dureté totale ne dépassera pas 400 mg/l en
CaCO;. Néanmoins, si I'on suspecte une interaction entre les ions qui provoquent la dureté et la substance
d’essai, il faudra utiliser une eau moins dure (et ne pas employer le milieu Elendt M4 dans ce cas). Le méme type
d’eau doit étre utilisé tout au long de I'étude. Les caractéristiques de la qualité de 'eau énumérées a I'appendice 4
sont a mesurer au moins deux fois par an ou chaque fois que ses caractéristiques sont susceptibles davoir été
significativement modifiées.

Solutions meéres — eau chargée

Les concentrations expérimentales sont calculées en fonction des concentrations dans la colonne d’eau recou-
vrant le sédiment. Les solutions d’essai sont généralement préparées aux concentrations choisies par dilution
d’une solution mere. Il est préférable de préparer les solutions meres en dissolvant la substance d'essai dans le
milieu d'essai. Dans certains cas, il sera nécessaire d'utiliser des solvants ou des dispersants pour obtenir une
solution mere a la concentration voulue. Voici quelques exemples de solvants appropriés: acétone, éthanol,
méthanol, éthyleneglycol, monoéthyléther, diméthyléther d'éthyleneglycol, diméthylformamide et triéthylenegly-
col. Les dispersants qui peuvent étre utilisés sont le Cremophor RH40, le Tween 80, la méthylcellulose a 0,01 %
et 'THCO-40. La concentration de 'agent solubilisant dans le milieu d’essai final doit étre minimale (< 0,1 ml/l) et
identique dans tous les traitements. L'agent solubilisant, s'il est utilisé, ne doit pas avoir d'effets significatifs sur la
survie, ni d’effet nocif visible sur les larves de chironomes, et ce d’apres I'observation des organismes du récipient
témoin traité uniquement au solvant. Néanmoins, l'utilisation de ces substances est a éviter dans la mesure du
possible.

CONCEPTION DE L’ESSAI

La conception de l'essai définit le nombre et I'espacement des concentrations expérimentales, le nombre de
récipients a chaque concentration et le nombre de larves par récipient. La marche a suivre pour estimer une
valeur de CE, la CSEO et effectuer un essai limite est décrite. L'analyse de régression est préférable a une
approche par vérification d’hypotheéses.

Conduite d'une analyse de régression

La concentration efficace (par exemple, CE,5, CE5q) et la gamme de concentrations dans laquelle l'effet de la
substance d’essai est d'intérét doivent étre couvertes par les concentrations incluses dans I'essai. Généralement,
I'exactitude, et plus particulierement la validité, de l'estimation des concentrations efficaces (CE,) saccroissent
lorsque la concentration efficace se situe dans la gamme des concentrations testées. 1l faut éviter d’extrapoler des
résultats trés en dessous de la concentration efficace la plus faible ou au-dessus de la concentration maximale. Il
est utile de conduire un essai préliminaire de détermination de I'ordre de grandeur afin de délimiter la gamme
des concentrations a appliquer (voir paragraphe 27).

Sl faut estimer la CE,, au moins cinq concentrations et trois répétitions par concentration doivent étre testées.
En tout état de cause, il est recommandé de tester suffisamment de concentrations pour obtenir une bonne
estimation du modele. Le facteur séparant les concentrations ne doit pas excéder deux (sauf dans les cas ou la
courbe dose-effet présente une pente faible). Le nombre de répétitions par traitement peut étre diminué si le
nombre de concentrations expérimentales entrainant différents effets est augmenté. L'augmentation du nombre
de répétitions ou la contraction des intervalles entre les concentrations expérimentales tend a réduire les
intervalles de confiance pour l'essai. Le nombre de répétitions sera augmenté s'il y a lieu d’estimer le taux de
survie et la croissance des larves apres dix jours.

Procédure d’estimation d'une CSEO/CMEO

Sl faut estimer la CMEO ou la CSEO, il convient de tester cinq concentrations expérimentales et au moins
quatre répétitions par concentration, le facteur séparant les concentrations n'excédant pas deux. Le nombre
d’expériences identiques doit étre tel qu'il fournit une puissance statistique permettant de détecter une différence
de 20 % avec le témoin, au seuil de signification statistique de 5% (p = 0,05). Sagissant de la vitesse de
développement, une analyse de la variance (ANOVA) convient généralement, telle que le test de Dunnett ou
le test de Williams (17) (18) (19) (20). S'agissant du taux d’émergence, le test de Cochran-Armitage, le test exact
de Fisher (avec correction selon Bonferroni) ou le test de Mantel-Haenszel peuvent étre utilisés.

Essai limite

Si l'essai préliminaire de détermination de l'ordre de grandeur des concentrations n'a engendré aucun effet, un
essai limite peut étre conduit (une concentration expérimentale et un témoin). L'essai limite vise 2 montrer que la
concentration toxique de la substance d’essai est supérieure a la concentration limite testée. Aucune concen-
tration ne peut étre recommandée pour cette méthode d'essai; cela est laissé a l'appréciation des instances
réglementaires. Généralement, il est nécessaire de mener au moins six répétitions pour les organismes traités
et les témoins. Il y a lieu de démontrer que la puissance statistique est suffisante pour révéler une différence de
20 % avec les témoins, au seuil de signification statistique de 5 % (p = 0,05). En ce qui concerne l'effet sur la
vitesse de développement et sur le poids, le test t constitue une méthode statistique appropriée, si les données
respectent les conditions exigées par ce test (normalité, variances homogenes). On pourra recourir au test t a
variance inégale ou a un test non paramétrique, tel que le test de Wilcoxon-Mann-Whitney si ces conditions ne
sont pas remplies. Sagissant du taux d’émergence, le test exact de Fisher est approprié.
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MODE OPERATOIRE
Conditions d’exposition
Préparation du systeme eau chargée-sédiment

Une quantité appropriée de sédiment reconstitué (voir paragraphes 13-14 et appendice 3) est déposée dans les
récipients expérimentaux, de facon & former une couche d’au moins 1,5 cm. La profondeur de l'eau versée sur ce
sédiment atteindra 6 cm (voir paragraphe 15). Le ratio entre la profondeur du sédiment et la profondeur de I'eau
n'excédera pas 1/4 et la couche de sédiment ne dépassera pas 3 cm. Le systéme sédiment-cau sera laissé sous
aération légere pendant 7 jours avant l'ajout des organismes d’essai (voir paragraphe 14 et appendice 3). Afin
d’éviter la séparation des constituants du sédiment et la resuspension des particules fines durant le remplissage de
la colonne d’eau, on peut recouvrir le sédiment d'un disque en plastique et retirer le disque juste aprés le
remplissage. D'autres dispositifs conviennent également.

Les récipients expérimentaux doivent étre couverts (par des plaques de verre, par exemple). On prendra soin de
remplacer les volumes d’'eau évaporée durant 'étude, le cas échéant, et ce avec de I'eau distillée ou désionisée afin
d'empécher accumulation de sels.

Introduction des organismes d’essai

Quatre a cinq jours avant d'introduire les organismes d’essai dans les récipients, des amas d’ceufs sont prélevés
dans les cultures et déposés dans de petits flacons contenant du milieu de culture. Un milieu plus ancien issu de
la culture mére tout comme un milieu fraichement préparé peuvent étre utilisés. Si ce dernier est utilisé, on
ajoutera une petite quantité de nourriture, par exemple des algues vertes etfou quelques gouttes du filtrat d’une
suspension de paillettes pour poissons finement broyées, au milieu de culture (voir appendice 2). Seuls des amas
d’ceufs fraichement pondus peuvent étre utilisés. Normalement, les larves commencent & éclore quelques jours
apres la ponte (2 a 3 jours pour Chironomus riparius a 20 °C et 1 a 4 jours pour Chironomus tentans a 23 °C et
Chironomus yoshimatsui a 25 °C) et le développement des larves se déroule en quatre stades, dont chacun dure 4 a
8 jours. Cet essai se pratique au premier stade larvaire (2-3 ou 1-4 jours aprés I'éclosion). 1l est possible de
vérifier le stade de développement des moucherons d’aprés la largeur de la capsule céphalique (6).

Vingt larves au premier stade, choisies au hasard, sont déposées dans chaque récipient contenant le sédiment
chargé et I'eau, a l'aide d’une pipette émoussée. L'aération de I'eau doit étre interrompue dés qu'on introduit les
larves dans les récipients expérimentaux, et ce durant 24 heures aprés I'ajout des larves (voir paragraphes 24 et
32). Selon le protocole expérimental suivi (voir paragraphes 19 et 20), le nombre de larves utilisées par
concentration s'éléeve au moins & 60 pour l'estimation d'une valeur de concentration efficace (CE) et a 80
pour la détermination de la CSEO.

Vingt-quatre heures aprés l'introduction des larves dans les récipients expérimentaux, la substance d'essai est
ajoutée a la colonne d’eau sus-jacente et une légere aération est a nouveau dispensée. De petits volumes de la
solution contenant la substance d'essai sont injectés en dessous de la surface de la colonne d’eau a l'aide d'une
pipette. Ensuite, il convient de mélanger I'eau sus-jacente en prenant soin de ne pas remuer le sédiment.

Concentrations d’essai

Il peut étre utile de conduire un essai de détermination de I'ordre de grandeur pour délimiter la gamme de
concentrations & appliquer dans l'essai proprement dit. A cet effet, on utilise une séric de concentrations
largement espacées de la substance d’essai. Afin de reproduire la méme densité de surface par chironome que
dans l'essai proprement dit, les chironomes sont exposés a chaque concentration de la substance d’essai durant
une période permettant d’estimer les concentrations expérimentales appropriées et aucune expérience identique
n'est nécessaire.

Les concentrations expérimentales pour l'essai définitif sont choisies en fonction des résultats de l'essai de
détermination de l'ordre de grandeur. Au moins cinq concentrations doivent étre appliquées et sélectionnées
comme indiqué aux paragraphes 18 a 20.

Témoins

L'essai comportera le nombre nécessaire de récipients témoins pourvus du sédiment mais exempts de toute
substance d’essai (voir paragraphes 19-20). Si la substance d’essai a été appliquée a l'aide d'un solvant (voir
paragraphe 16), il convient d’ajouter un témoin dont le sédiment contient également le solvant.

Systeme expérimental

Des systémes statiques sont utilisés. Des systémes semi-statiques ou a écoulement continu avec renouvellement
intermittent ou continu de I'eau sus-jacente peuvent étre utilisés dans des cas exceptionnels, par exemple si les
spécifications de la qualité de 'eau deviennent inappropriées pour l'organisme d’expérience ou affectent I'équi-
libre chimique (si, par exemple, la concentration d’oxygéne dissous devient trop basse, la concentration des
excréta augmente de fagon trop importante ou si des minéraux lessivés a partir du sédiment affectent le pH et/ou
la dureté de T'eau). Néanmoins, d’autres méthodes d’amélioration de la qualité de l'eau sus-jacente, telles que
l'aération, seront normalement suffisantes et préférables.
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Alimentation

31. Les larves ont besoin d'étre nourries, de préférence quotidiennement ou au moins trois fois par semaine. Durant
les dix premiers jours, chaque jeune larve recevra quotidiennement 0,25 a 0,5 mg (0,35-0,5 mg pour C.
yoshimatsui) de nourriture pour poissons (suspendue dans l'eau ou finement broyée, par exemple TetraMin ou
TetraPhyll; voir les détails a l'appendice 2). Il peut étre nécessaire d’augmenter légérement cette quantité pour les
larves plus dgées: 0,5-1 mg par larve et par jour devrait suffire pour le reste de I'essai. On diminuera la ration
alimentaire de tous les organismes traités et témoins si des champignons se développent ou si des organismes
témoins meurent. Si la croissance fongique s'avére impossible a enrayer, l'essai doit étre renouvelé. Si I'essai porte
sur des substances fortement adsorbantes (par exemple avec un log K . > 5) ou des substances lies de fagon
covalente au sédiment, la quantité de nourriture nécessaire a la survie et a la croissance naturelle des organismes
peut étre incorporée au sédiment reconstitué avant la période de stabilisation. Dans ce cas, la nourriture pour
poissons est remplacée par une ration végétale, par exemple 0,5 % (poids sec) de feuilles finement broyées d’ortie
(Urtica dioica), de marier (Morus alba), de trefle blanc ou rampant (Trifolium repens), d’épinard (Spinacia oleracea) ou
d'un autre matériau végétal (Cerophyl ou alpha-cellulose).

Conditions d’incubation

32. L'eau sus-jacente est soumise a une légére aération, mise en ceuvre de préférence 24 heures aprés l'introduction
des larves et maintenue jusqua la fin de lessai (il faut veiller a ce que la concentration d'oxygene dissous ne
tombe pas en dessous de 60 % de la valeur de saturation en air). L'air est insufflé & travers une pipette Pasteur en
verre fixée 2 & 3 cm au-dessus de la couche de sédiment (une ou quelques bulles par seconde). Si la substance
d’essai est volatile, il faudra éventuellement supprimer l'aération.

33. L'essai est mené a température constante (20 °C £ 2 °C). Pour C. tentans et C. yoshimatsui, les températures
recommandées s'élévent respectivement & 23 °C et 25 °C (+ 2 °C). La photopériode est de 16 heures et I'éclai-
rement compris entre 500 et 1 000 lux.

Durée de l'exposition

34. Lexposition débute avec Iintroduction des larves dans les récipients traités et témoins. La durée maximale
d’exposition atteint 28 jours pour C. riparius et C. yoshimatsui et 65 jours pour C. tentans. Si les moucherons
émergent plus tot, I'essai peut s'achever au moins cinq jours apres I'émergence du dernier adulte témoin.

OBSERVATIONS
Emergence

35. La durée du développement et le nombre total de moucherons males et femelles adultes totalement émergés sont
a déterminer. Les males sont faciles a identifier grice a leurs antennes plumeuses.

36. Au moins trois fois par semaine, on vérifiera que les organismes des récipients d’essai ne manifestent aucun
comportement anormal (sortie du sédiment, nage inhabituelle, par exemple) par rapport aux témoins. Chaque
jour, durant la période supposée de I'émergence, il faut compter le nombre de moucherons émergés et consigner
le sexe et le nombre de moucherons complétement émergés. Une fois identifiés, les moucherons sont retirés des
récipients. Tout amas d'ceufs déposé avant la fin de l'essai doit étre recensé puis enlevé afin d’empécher la
réintroduction de larves dans le sédiment. Le nombre de pupes visibles n'ayant pas réussi a émerger est aussi
enregistré. Des indications sur la facon de mesurer I'émergence sont données a 'appendice 5.

Croissance et survie

37. Sl faut fournir des données sur la survie et la croissance des larves aprés 10 jours, des récipients expérimentaux
supplémentaires seront inclus dés le début de l'essai, pour pouvoir étre utilisés ultérieurement. Le sédiment de
ces récipients supplémentaires est tamisé a travers des mailles de 250 pm pour retenir les larves. La mort est
déterminée par deux critéres: I'immobilité et 'absence de réaction a un stimulus mécanique. Les larves non
récupérées doivent aussi étre comptabilisées parmi les mortes (les larves qui sont mortes au début de l'essai ont
pu étre dégradées par des microbes). Apres avoir déterminé le poids sec (sans cendres) des larves survivantes par
récipient expérimental, on calcule le poids sec individuel moyen par récipient. Il est utile d’établir a quel stade se
trouvent les larves survivantes, et ce d’aprés la largeur de la capsule céphalique de chaque individu.

Mesures analytiques
Concentration de la substance d'essai

38. 1l est recommandé d’analyser, au minimum, des échantillons de l'eau sus-jacente, de l'eau interstitielle, et du
sédiment, au début (de préférence une heure apres I'application de la substance d'essai) et a la fin de T'essai, et ce
pour la concentration la plus élevée et pour une concentration plus faible. La concentration de la substance
d’essai nous renseigne sur le comportement et la répartition de la substance d’essai dans le systeme eau-sédiment.
Le prélevement d’échantillons de sédiment au début de l'essai risque de perturber le systéme d’essai (enlevement
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de larves, par exemple), il faut donc inclure des récipients expérimentaux supplémentaires pour effectuer des
déterminations analytiques au début de l'essai et, s'il y a lieu, au cours de I'essai (voir paragraphe 39). Il n’est pas
forcément nécessaire d’analyser le sédiment si la répartition de la substance d’essai entre I'eau et le sédiment a été
clairement déterminée par une étude eau/sédiment menée dans des conditions comparables (par exemple,
quotient sédiment/eau, type d'application, teneur en carbone organique du sédiment).

Lorsqu'on effectue des mesures intermédiaires (par exemple au septiéme jour) et si 'analyse requiert des échan-
tillons volumineux qui ne peuvent étre prélevés des récipients sans influencer le systéme expérimental, les
analyses seront pratiquées sur des échantillons provenant de récipients expérimentaux supplémentaires traités
de la méme fagon (y compris par la présence des organismes d’essai), mais non utilisés pour les observations
biologiques.

Pour isoler l'eau interstitielle, on recommande de centrifuger des échantillons a 10 000 g et a 4 °C durant
30 minutes. Cependant, s'il est démontré que la substance d’essai ne s'adsorbe pas sur les filtres, la filtration est
également acceptable. Avec des échantillons trop petits, il arrive que les concentrations dans I'eau interstitielle
soient impossibles a analyser.

Paramétres physico-chimiques

Le pH, l'oxygéne dissous dans 'eau d'essai et la température des récipients expérimentaux doivent étre mesurés
de facon appropriée (voir paragraphe 10). La dureté de I'eau et la teneur en ammoniac sont mesurées dans les
récipients témoins et dans un récipient traité a la concentration la plus élevée, au début et a la fin de lessai.

RESULTATS ET RAPPORT
Traitement des résultats

Cet essai vise a déterminer l'effet de la substance d’essai sur la vitesse de développement et le nombre total de
moucherons males et femelles totalement émergés ou, dans le cas de I'essai de 10 jours, les effets sur la survie et
le poids des larves. Si rien n'indique que les deux sexes présentent des différences statistiques de sensibilité, les
résultats obtenus sur les males et les femelles peuvent étre regroupés pour l'analyse statistique. Les différences de
sensibilité entre les sexes peuvent étre appréciées statistiquement par un test (de tableau) a x> - r x 2, par
exemple. La survie des larves et le poids sec individuel moyen par récipient doivent étre déterminés apres dix

jours, le cas échéant.

Il est préférable de calculer les concentrations efficaces, exprimées en concentrations dans l'eau sus-jacente, en
fonction des concentrations mesurées au début de I'essai (voir paragraphe 38).

Pour estimer ponctuellement la CE5, ou une quelconque CE,, les statistiques par récipient peuvent étre utilisées
comme des expériences identiques proprement dites. Lorsqu'on calcule un intervalle de confiance pour une
quelconque CE,, il faut tenir compte de la variabilité entre les récipients ou montrer que celle-ci est négligeable.
Si le modele est ajusté par la méthode des moindres carrés, il convient dappliquer une transformation des
données pour les statistiques par récipient afin d’accroitre 'homogénéité de la variance. Toutefois, les valeurs de
la CE, sont a calculer apres que les résultats ont été “retransformés” de fagon a recouvrer leur valeur originale.

Si l'analyse statistique vise a déterminer la CSEO/CMEO par la vérification d’hypotheses, la variabilité entre les
récipients doit étre prise en compte, par exemple a I'aide d'une analyse de la variance (ANOVA) “emboitée”. Par
contre, des tests plus robustes (21) peuvent étre utilisés au cas ot les hypotheses habituelles de l'analyse de la
variance ne se vérifient pas.

Taux d’émergence

Le taux d’émergence donne une réponse par tout ou rien et peut étre analysé par le test de Cochran-Armitage
appliqué de facon régressive si la relation dose-effet est supposée étre monotone et si les taux d’émergence
corroborent cette hypothese. Dans le cas contraire, un test exact de Fisher ou un test de Mantel-Haenszel avec
des valeurs de p corrigées selon Bonferroni-Holm peuvent étre employés. Sil savére que la variabilité entre
expériences identiques a la méme concentration est supérieure a ce quune distribution binomiale indiquerait
(variation souvent qualifiée d*“extra-binomiale”), on appliquera un test plus robuste (Cochran-Armitage ou test
exact de Fisher) comme proposé a la référence (21).

La somme des moucherons émergés par récipient, n, est déterminée et divisée par le nombre de larves
introduites, n,:

n
TE=—
Ny
ou:
TE = taux d’émergence
n, = nombre de moucherons émergés par récipient
n, = nombre de larves introduites par récipient
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Une variante plus appropriée aux échantillons de grande taille, lorsque la variance est extra-binomiale, consiste a
traiter le taux d’émergence comme une réponse continue et a appliquer une méthode telle que le test de
Williams, si la relation dose-effet est supposée étre monotone et si les résultats du taux d’émergence corroborent
cette hypothese. Le test de Dunnett convient dans le cas ol la relation ne s'avére pas monotone. Ici, on considere
qu'un échantillon est de grande taille lorsque le nombre de moucherons émergés et le nombre de chironomes
non émergés dépassent chacun cing, par récipient d’essai.

Pour appliquer l'analyse de la variance (ANOVA), il convient d'appliquer aux valeurs de TE une transformation
“arcsinus-racine carrée” ou “Freeman-Tukey” afin d’obtenir une distribution proche de la normale et d'égaliser les
variances. Le test de Cochran-Armitage, le test exact de Fisher (avec correction de Bonferroni) ou le test de
Mantel-Haenszel peuvent étre employés lorsqu'on utilise des fréquences absolues. La transformation arcsinus-
racine carrée consiste a calculer linverse du sinus (sinus!) de la racine carrée du TE.

Pour les taux d’émergence, les valeurs de la CE, sont calculées par une analyse de régression [ou par probit (22),
logit, Weibull, des logiciels commerciaux appropriés, etc.]. Si 'analyse de la régression échoue (par exemple,
lorsqu'il y a moins de deux réponses partielles), on fait appel a d’autres méthodes non paramétriques telles que la
moyenne mobile ou une simple interpolation.

Vitesse de développement

La période moyenne de développement représente le temps moyen écoulé entre I'introduction des larves (jour 0
de Tessai) et I'émergence de la cohorte expérimentale de moucherons (pour calculer la période réelle de
développement, il faut tenir compte de 'age des larves au moment de lintroduction). La vitesse de développe-
ment est inverse de la période de développement (unité: 1fjour) et représente la partie du développement
larvaire qui s'effectue par jour. Pour évaluer la toxicité dans les sédiments, il est préférable de choisir la vitesse de
développement car sa variance est plus faible et ses valeurs sont plus homogenes et plus proches d’une
distribution normale, en comparaison avec la période de développement. Cest pourquoi les tests paramétriques
puissants conviennent mieux a la vitesse de développement qu'a la période de développement. Si la vitesse de
développement est traitée comme une réponse continue, les valeurs de la CE, peuvent étre estimées par l'analyse
de la régression, par exemple (23), (24).

Pour les tests statistiques suivants, le nombre de moucherons observés le jour x sont considérés comme ayant
émergé au milieu de lintervalle de temps compris entre le jour x et le jour x - 1 (1 = longueur de l'intervalle
d’observation, habituellement 1 jour). La vitesse de développement moyenne par récipient (x) est calculée comme
suit:

m
_ iXi
x=y I
iz1 Me

ot:
X:  vitesse de développement moyenne par récipient
it indice de Tintervalle d’observation

m:  nombre maximal d'intervalles d’observation

fir nombre de moucherons émergés durant l'intervalle d’observation i
n,:  nombre total de moucherons émergés a la fin de 'expérience (=) f)
x;  vitesse de développement des moucherons émergés durant l'intervalle i
. L
x; =1/ (]ouri - 5)
ot:

jour;: jour d’observation (compté a partir de l'application)
durée de lintervalle d’observation i (exprimée en jours, habituellement 1 jour)

Rapport d’essai

Le rapport d'essai doit fournir au moins les informations suivantes:
Substance dessai:

— état physique et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques (hydrosolubilité, pression de vapeur, coefficient de
partage dans le sol (ou dans le sédiment s'il est connu), stabilité dans l'eau, etc.),

— identification chimique (nom courant, nom chimique, formule structurale, numéro CAS, etc.), pureté et
méthode d'analyse pour la quantification de la substance d’essai.
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Espece dessai:

— animal d’essai utilisé: espece, nom scientifique, source et conditions d’élevage,

— informations sur la manipulation des amas d’ceufs et des larves,

— age des animaux d’expérience au moment ou ils ont été déposés dans les récipients d’essai.
Conditions expérimentales:

— sédiment utilisé, c’est-a-dire naturel ou reconstitué,

— pour les sédiments naturels: localisation et description du site de prélévement et notamment, si possible, son
histoire en matieére de contamination; caractéristiques: pH, teneur en carbone organique, quotient C/N et
granulométrie, le cas échéant,

— préparation du sédiment reconstitué: ingrédients et caractéristiques (teneur en carbone organique, pH, humi-
dité, etc. au début de lessai),

— préparation de I'eau d'essai (si I'eau est reconstituée) et caractéristiques (concentration d’oxygeéne, pH, conduc-
tivité, dureté, etc. au début de lessai),

— profondeur du sédiment et de l'eau sus-jacente,

— volume de l'eau sus-jacente et de I'eau interstitielle; poids du sédiment humide avec et sans eau interstitielle,
— récipients expérimentaux (matériau et dimension),

— méthode de préparation des solutions meres et des concentrations expérimentales,

— application de la substance d’essai: concentrations expérimentales utilisées, nombre d’expériences identiques
et utilisation d’'un solvant, le cas échéant,

— conditions d'incubation: température, cycle et intensité de lumiere, aération (fréquence et intensité),
— informations détaillées sur la nourriture: type de nourriture, préparation, quantité et régime d’administration.
Résultats:

— concentrations d’essai nominales, concentrations d’essai mesurées et résultats de toutes les analyses conduites
pour déterminer la concentration de la substance d'essai dans le récipient expérimental,

— qualité de Teau dans les récipients expérimentaux: pH, température, oxygeéne dissous, dureté et teneur en
ammoniac,

— remplacement de l'eau d’essai évaporée, le cas échéant,
— nombre de moucherons males et femelles émergés par récipient et par jour,
— nombre de larves non émergées sous la forme de moucherons par récipient,

— poids sec individuel moyen des larves par récipient, et par stade larvaire, sil y a lieu,

— pourcentage d’émergence par expérience identique et par concentration d’essai (regroupement des résultats
pour les moucherons males et femelles),

— vitesse de développement moyenne des moucherons totalement émergés par expérience identique et par
concentration d’essai (regroupement des résultats pour les moucherons males et femelles),

— estimation des effets toxiques observés, par exemple CE, (et intervalles de confiance associés), CSEO etfou
CMEO, et méthodes statistiques employées pour les déterminer,

— analyse des résultats, y compris les répercussions sur les résultats d'un écart éventuel a la présente méthode
d'essai.
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Appendice 1

DEFINITIONS
Les définitions suivantes s'appliquent aux fins de la présente méthode d'essai:

Le sédiment reconstitué, ou artificiel ou synthétique, désigne le mélange de matériaux utilisés pour reproduire au mieux
les composants physiques d'un sédiment naturel.

L'eau sus-jacente est 'eau recouvrant le sédiment dans le récipient d’essai.

L'eau interstitielle, ou 'eau des pores, se référe a l'eau qui occupe les vides laissés entre le sédiment et les particules
de sol.

L'eau chargée est 'eau d'essai a laquelle on a ajouté la substance d’essai.

Une substance d’essai est toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode d’essai.
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10.

11.

Appendice 2

Recommandations pour la culture de Chironomus riparius

. Les larves de Chironomus peuvent étre élevées dans des cristallisoirs ou de grands récipients. Du sable quartzique fin

est déposé en couche mince (environ 5 a 10 mm d’épaisseur) sur le fond du récipient. Le Kieselguhr (par exemple
l'art. 8117 de Merck) convient aussi comme substrat (une couche encore plus mince de quelques millimétres a peine
suffit). Une eau de qualité appropriée, profonde de plusieurs centimétres, vient ensuite recouvrir le substrat. En cas
d’évaporation, le niveau d’eau doit toujours étre ramené a sa hauteur initiale, afin de prévenir toute dessiccation. L'eau
peut étre remplacée, si nécessaire. Une légere aération est fournie. Les récipients d'élevage des larves doivent étre
placés dans des cages appropriées, afin d’empécher la fuite des adultes émergeant. La cage sera suffisamment grande
pour permettre aux adultes émergés d'essaimer, sans quoi la copulation risque de ne pas avoir lieu (dimensions
minimales: 30 x 30 x 30 cm).

. Les cages doivent étre gardées a température ambiante, ou a 20 + 2 °C si elles sont placées dans une chambre a

ambiance constante, avec une photopériode de 16 heures de lumicere (intensité: environ 1 000 lux) et 8 heures
d’obscurité. Une humidité relative de l'air inférieure & 60 % pourrait empécher la reproduction.

Eau de dilution

. Toute eau naturelle ou reconstituée appropriée peut étre utilisée. L'eau d’'un puits, de I'eau du robinet déchlorée et un

milieu artificiel (Elendt “M4” ou “M7”, voir ci-aprés) sont souvent utilisés. L'eau doit étre aérée avant I'emploi. Si
nécessaire, on peut renouveler l'eau de culture en versant ou en siphonnant soigneusement I'eau usée des récipients
expérimentaux, sans détruire les tubes des larves.

Alimentation des larves

. Les larves de Chironomus regoivent des paillettes pour poissons (Tetra Min®, Tetra Phyll® ou une autre marque

déposée équivalente), a raison d’environ 250 mg par récipient et par jour. Cette nourriture peut étre administrée sous
la forme d’'une poudre moulue a sec ou d'une suspension dans l'eau: 1,0 g de paillettes ajoutées a 20 ml d'eau de
dilution et agitées de facon a obtenir un mélange homogene. Cette préparation peut étre administrée a raison
d’environ 5 ml par récipient et par jour (agiter avant emploi). Les larves plus agées peuvent en recevoir plus.

. La nourriture est ajustée en fonction de la qualité de l'eau. Si le milieu de culture devient trouble, il convient de

réduire la ration. Les quantités de nourriture données sont soigneusement notées. Un manque de nourriture fera
émigrer les larves vers la colonne d’eau, tandis qu'un exces de nourriture intensifiera I'activité microbienne et abaissera
la concentration d’oxygene. Ces deux conditions sont susceptibles de ralentir la croissance des organismes.

. Certaines cellules d’algues vertes (Scenedesmus subspicatus, Chlorella vulgaris) peuvent aussi étre ajoutées lors de la

préparation de nouveaux récipients de culture.

Alimentation des adultes émergeant

. Certains expérimentateurs ont suggéré de nourrir les adultes émergés au moyen d'un tampon d'ouate imbibé d'une

solution de sucrose saturée.

Emergence

. A 20 £ 2°C, les adultes commencent a émerger des récipients d'élevage des larves aprés environ 13 4 15 jours. Il est

facile de distinguer les males d'apres leurs antennes plumeuses.

Amas d’ceufs

. Deés que des adultes sont présents dans la cage d’élevage, il faut vérifier trois fois par semaine, dans tous les récipients

d’élevage de larves, si des amas d’ceufs gélatineux n'ont pas été déposés. Le cas échéant, les amas d’ceufs doivent étre
soigneusement enlevés et transférés dans un petit récipient contenant un échantillon de l'eau d’élevage. Les amas
d’ceufs sont utilisés pour préparer un nouveau récipient de culture (2 a 4 amas d’'ceufs par récipient, par exemple) ou
pratiquer des essais de toxicité.

Les larves au premier stade devraient éclore apres 2-3 jours.

Préparation de nouveaux récipients de culture

Une fois que les cultures ont été lancées, il devrait étre possible de préparer un nouveau récipient de culture de larves,
une fois par semaine ou moins souvent, suivant les besoins de l'essai, et de retirer les récipients plus anciens aprés
que les moucherons adultes ont émergé. Ce systéme permet d’obtenir réguli¢rement un contingent d’adultes, avec une
organisation minimale.
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13.

Préparation des solutions d’essai “M4” et “M7”

Elendt (1990) a décrit le milieu “M4”. Le milieu “M7” est préparé comme le milieu “M4”, sauf pour les substances
reprises au tableau 1, dont les concentrations sont quatre fois plus faibles dans le milieu “M7” que dans le milieu
“M4”. Une publication sur le milieu “M7” est en préparation (Elendt, communication personnelle). La solution d’essai
ne doit pas étre préparée selon les instructions d’Elendt et Bias (1990), car les concentrations de NaSiO; 5 H,0,
NaNO;, KH,PO, et K,HPO, indiquées pour la préparation des solutions meres ne conviennent pas.

Préparation du milieu “M7”

Chaque solution mére (I) est préparée séparément et une solution mére combinée (I) est préparée a partir de ces
solutions meres (I) (voir tableau 1). 50 ml de la solution mere combinée (II) additionnés de la quantité de chaque
solution meére de macronutriments indiquée au tableau 2 sont amenés a 11 avec de l'eau désionisée pour composer le
milieu “M7”. On prépare une solution mere de vitamines en ajoutant trois vitamines a de I'eau désionisée, comme
indiqué au tableau 3 et on verse 0,1 ml de la solution mére combinée de vitamines au milieu “M7” final, peu avant
Iemploi (la solution meére de vitamines est stockée congelée par petites aliquotes). Le milieu est aéré et stabilisé

Tableau 1

Solutions méres d’éléments en traces pour les milieux M4 et M7

Quantité (mg) Pour prg’pf{rer l.a S({lution meére
pour former | combince U1 meungel & | Concentrations fnales dans s
Solutions meres (1) d?:‘; lsltorl:t;’/zc solutions méres () et compléter & solutions expérimentales (mgfl)
oo MR Y | un litre avec de Teau désionisée
sée M4 M7 M4 M7
H;BO; (1) 57 190 1,0 0,25 2,86 0,715
MnCl, * 4 H,0 (') 7 210 1,0 0,25 0,361 0,090
LiCl (1) 6120 1,0 0,25 0,306 0,077
RbCl (1) 1420 1,0 0,25 0,071 0,018
SrCl, « 6 H,0 (V) 3040 1,0 0,25 0,152 0,038
NaBr (1) 320 1,0 0,25 0,016 0,004
Na,MoO, * 2 H,0 (!) 1260 1,0 0,25 0,063 0,016
CuCl, * 2 H,0 () 335 1,0 0,25 0,017 0,004
Zndl, 260 1,0 1,0 0,013 0,013
CaCl, * 6 H,0 200 1,0 1,0 0,010 0,010
KI 65 1,0 1,0 0,0033 0,0033
Na,SeO4 43,8 1,0 1,0 0,0022 0,0022
NH,VO; 11,5 1,0 1,0 0,00058 0,00058
Na2EDTA » 2 H,0 () () 5 000 20,0 5,0 2,5 0,625
FeSO4 + 7 H,0 () () 1991 20,0 5,0 1,0 0,249

(") Ces substances sont dosées différemment dans M4 et M7, comme indiqué plus haut.
(3) Ces solutions sont préparées séparément, puis mélangées et autoclavées immédiatement apres.

Tableau 2

Solutions méres de macronutriments pour les milieux M4 et M7

. Quantités de solutions méres .
Quantité pour former une d . .~ | Concentrations finales dans
R e macronutriments ajoutées . .
solution d'un litre avec de ) 1 i les solutions expérimentales
l'eau désionisée pour preparer 1es mitieux M4 et M7
M4 et M7
(mg) i) (mgfh
CaCl, « 2 H,0 293 800 1,0 293,8
MgSO, « 7 H,0 246 600 0,5 123,3
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L Quantités de solutions méres . .
Quantité pour former une d . .~ .| Concentrations finales dans
. L e macronutriments ajoutées . L
solution d'un litre avec de . 1 i les solutions expérimentales
l'eau désionisée pour preparcr fes miieux M4 et M7
(mg) Ma @M (mg/)
(mlf)
KCl 58 000 0,1 5,8
NaHCO;4 64 800 1,0 64,8
NaSiO; « 9 H,0 50 000 0,2 10,0
NaNO; 2740 0,1 0,274
KH,PO, 1430 0,1 0,143
K,HPO, 1840 0,1 0,184
Tableau 3

Solution meére de vitamines pour les milieux M4 et M7

Les trois solutions de vitamines sont mélangées de facon a ne former qu'une solution mere de vitamines.

Quantité pour former une Quantités de solutions méres Concentrations finales dans
solution d’un litre avec de de Vita:mineslajout'ei'es pour les solutions d’essai
l'eau désionisée prep?\jﬁ: ;S]\T; reux M4 et M7
(mg) () (mgfh

Hydrochlorure de thiamine 750 0,1 0,075
Cyanocobalamine (B12) 10 0,1 0,0010
Biotine 7,5 0,1 0,00075
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PREPARATION DU SEDIMENT RECONSTITUE

Composition du sédiment

Le sédiment sera reconstitué comme suit:

% du sédiment
Ingrédient Caractéristiques
poids sec
Tourbe Tourbe de sphaigne, pH aussi proche que possible de 5,5-6,0, pas de 4-5
résidus de plantes visibles, finement broyée, particules (< 1 mm) et
séchée a lair
Sable quartzique Dimension des particules: > 50 % des particules doivent mesurer entre 75-76
50 et 200 pm
Argile kaolinique Taux de kaolinite > 30 % 20
Carbone organique Ajusté par l'addition de tourbe et de sable 2 (x0,5)
Carbonate de calcium | CaCOj3, pulvérisé, chimiquement pur 0,05 -0,1
Eau Conductivité < 10 pS/cm 30 - 50

Préparation

La tourbe est séchée a l'air et broyée en poudre fine. Une suspension de la quantité requise de poudre de tourbe dans de
l'eau désionisée est préparée a l'aide d’'un homogénéisateur a haute performance. Le pH de cette suspension est ajusté a
5,5 £ 0,5 avec du CaCOs;. La suspension est conditionnée durant au moins deux jours en l'agitant doucement a 20 £ 2 °C,
afin de stabiliser le pH et d’établir une flore microbienne stable. Le pH est vérifié a nouveau; il devrait atteindre 6,0 £ 0,5.
Ensuite la suspension de tourbe est mélangée avec les autres ingrédients (sable et argile kaolinique) et de l'eau désionisée
pour former un sédiment homogene avec une teneur en eau de 30 a 50 % du poids sec du sédiment. Le pH du mélange
final est encore mesuré et ajusté a 6,5-7,5 avec du CaCOj, si nécessaire. On préléve des échantillons de sédiment afin de
déterminer le poids sec et la teneur en carbone organique. Ensuite, avant d'utiliser le sédiment reconstitué dans l'essai de
toxicité sur les chironomes, il est recommandé de le conditionner durant sept jours dans des conditions identiques a celles
qui seront appliquées durant l'essai subséquent.

Stockage

Les ingrédients secs destinés a la préparation du sédiment artificiel peuvent étre entreposés dans un endroit sec et frais, a
température ambiante. Le sédiment reconstitué (humide) ne doit pas étre stocké avant son utilisation dans l'essai. 1l doit
étre utilisé immédiatement apres la période de conditionnement de sept jours qui achéve sa préparation.

BIBLIOGRAPHIE:

Chapitre C.8 de la présente annexe: Toxicité pour les vers de terre.

Meller M., Egeler P., Rombke J., Schallnass H., Nagel R., Streit B. (1998). Short-term Toxicity of Lindane, Hexachloro-
benzene and Copper Sulfate on Tubificid Sludgeworms (Oligochaeta) in Artificial MEDIA. Ecotox. and Environ. Safety 39:
10-20.
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Appendice 4

Caractéristiques chimiques d’'une eau de dilution acceptable

Substance Concentrations
Matiéres particulaires <20 mg/l
Carbone organique total <2mgfl
Ammoniac non ionisé <1 pgfl

Dureté en CaCOj3

< 400 mg/l (*)

Chlore résiduel <10 pg/l
Totalité des pesticides organophosphorés <50 ngfl
Totalité des pesticides organochlorés et des biphényles polychlorés <50 ngfl
Chlore organique total <25 ngfl

(*) il risque d’y avoir une interaction entre les ions qui provoquent la dureté de l'eau et la substance d'essai, il convient d'utiliser une eau

moins dure (auquel cas, le milieu Elendt M4 ne pourra pas étre utilisé).
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B: coupelles en plastique renversées.

C: bécher expérimental sans bec.

Appendice 5

Conseils pour suivre I'émergence des larves de chironomes

Les béchers expérimentaux sont coiffés par des pieges a émergence, du 20° jour jusqu'a la fin de l'essai. Le schéma ci-
dessous illustre un exemple de piege:

SR

N

A: toile de nylon. D: ouvertures recouvertes de toile par ou s'effectuent les échanges

d’eau.
E: eau.

F: sédiment.

C.29. BIODEGRADABILITE FACILE - DEGAGEMENT DE CO, DANS DES FLACONS

HERMETIQUEMENT CLOS (ESSAI DE L’ESPACE DE TETE AU-DESSUS DU LIQUIDE)

INTRODUCTION

La présente méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 310 (2006) de 'OCDE pour les essais de produits
chimiques. Cette méthode de criblage permet de classer les substances chimiques en fonction de leur biodé-
gradabilité facile et fournit des informations semblables a celles exposées dans les six méthodes d’essai (A a F)
décrites au chapitre C.4 de la présente annexe. Par conséquent, une substance chimique livrant un résultat positif
pour cet essai de I'espace de téte peut étre considérée comme facilement biodégradable et donc rapidement
dégradable dans l'environnement.

L'essai, désormais bien mis au point, de dégagement de CO, (1), basé sur I'essai original de Sturm (2), qui permet
d’évaluer la biodégradabilité des produits chimiques organiques d’apres la mesure du dioxyde de carbone produit
par l'activité microbiologique, est normalement celui qui se préte le mieux a l'essai des substances chimiques peu
solubles et celles fortement adsorbantes. 1l est également choisi pour les substances solubles (mais non volatiles)
puisque beaucoup considérent que le dégagement de dioxyde de carbone constitue la seule preuve irréfutable de
l'activité microbiologique. La disparition du carbone organique dissous peut faire intervenir des processus
physico-chimiques (adsorption, volatilisation, précipitation, hydrolyse) ainsi que I'action microbiologique et de
nombreuses réactions non-biologiques consommant de I'oxygene; il est rare que le CO, soit produit a partir de
produits chimiques organiques par un processus abiotique. Dans les essais original et modifié
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de Sturm (1) (2), le CO, est extrait de la phase liquide et envoyé dans des récipients absorbants par barbotage
(passage bulle a bulle dair traité a travers le milieu liquide pour éliminer le CO,), alors que dans la version de
Larson (3) (4), lors de son transfert du réacteur vers I'absorbeur, le CO, traverse un espace de téte contenant de
l'air exempt de CO,, tandis que le réacteur est agité en continu. Le réacteur n'est agité que dans la version de
Larson modifiée; l'agitation n'est prescrite que pour les substances insolubles dans la norme ISO 9439 (5) et dans
la version originale des Etats-Unis (6), qui prescrivent toutes deux le barbotage plutot que le remplacement de
Iespace de téte. Dans une autre méthode officielle (7) de I'Agence des Etats-Unis pour la protection de envi-
ronnement (US EPA), basée sur la méthode de Gledhill (8), le réacteur agité est fermé a l'atmosphere et le CO,
produit est directement recueilli de la phase gazeuse dans un pi¢ge alcalin interne, comme dans les respirométres
classiques de Warburg/Barcroft.

1 a toutefois été démontré que le carbone inorganique s'accumule dans le milieu durant l'application de l'essai
standard modifié de Sturm a plusieurs substances chimiques (9). La dégradation de l'aniline a 20 mg C/l a
produit une concentration assez élevée de carbone inorganique, a savoir 8 mg/l. Autrement dit, la collecte de
CO, dans les pieges alcalins n'a pas reflété la quantité réelle de CO, produite par des processus microbiologiques
a des moments intermédiaires au cours de la dégradation. Par conséquent, la prescription selon laquelle une
production de CO, supérieure a 60 % de la production maximale théorique (ThCO,) doit étre atteinte dans un
intervalle de 10 jours (les dix jours suivant immédiatement le franchissement du seuil de 10 % de biodégrada-
tion) pour une substance dessai a classer comme facilement biodégradable, ne pourra étre respectée pour
certaines substances qui rentreraient dans cette classification d’apres la disparition du carbone organique dissous.

Lorsque le pourcentage de dégradation est inférieur au niveau attendu, il est probable que du carbone inorga-
nique se soit accumulé dans la solution expérimentale. A ce moment-13, la dégradabilité peut étre évaluée avec
les autres essais de biodégradabilité facile.

D’autres inconvénients de la méthode de Sturm (laborieuse, longue, davantage sujette a des erreurs expérimen-
tales et non applicable aux substances volatiles) avaient déja incité les chercheurs a s'orienter vers une technique
en flacon hermétiquement clos, autre que celle de Gledhill, plutot que dutiliser un écoulement gazeux continu
(10) (11). Boatman et al. (12) ont réexaminé les méthodes précédentes et adopté un systéme d’espace de téte
fermé dans lequel le CO, est libéré dans l'espace de téte a la fin de l'incubation moyennant une acidification du
milieu. Le CO, était mesuré par chromatographie gazeuse (carbone inorganique) dans des échantillons prélevés
automatiquement de l'espace de téte, mais le carbone inorganique dissous dans la phase liquide n'était pas pris
en compte. En outre, les récipients utilisés étaient trés petits (20 ml) et ne contenaient que 10 ml de milieu, ce
qui engendrait des problémes, par exemple lorsqu'on ajoutait des quantités forcément trés petites de substances
d’essai insolubles, etfou du fait que le milieu inoculé risquait de ne pas renfermer (suffisamment) de micro-
organismes capables de dégrader les substances d’essai.

Ces problémes ont été résolus par les études indépendantes de Struijs et Stoltenkamp (13) et de Birch et Fletcher
(14), ces derniers s’étant inspirés de leur expérience avec les appareils utilisés dans l'essai de biodégradation
anaérobie (15). Dans la premiere méthode (13), le CO, est mesuré dans I'espace de téte apres acidification et
équilibrage, tandis que dans la seconde (14), le carbone inorganique dissous est mesuré dans les phases gazeuse
et liquide, sans traitement; plus de 90 % du carbone inorganique formé était présent dans la phase liquide. Ces
deux méthodes présentent des avantages sur l'essai de Sturm du fait que le systeme expérimental est plus
compact et maniable, quelles s'appliquent aussi aux substances volatiles et que le risque de retard dans la
mesure du CO, produit est écarté.

Ces deux approches ont été combinées dans la norme ISO (essai au CO, — espace de téte) (16) qui a fait 'objet
d'un essai circulaire (17) et qui forme la base de la présente méthode d’essai. Ces deux approches ont également
été appliquées dans la méthode de I'US EPA (18). Deux méthodes de mesure du CO, ont été recommandées, a
savoir le CO, dans l'espace de téte apres acidification (13) et le carbone inorganique dans la phase liquide aprés
lajout d’'un exces de base. Cette derniére méthode a été introduite par Peterson au cours de l'essai circulaire,
conduit par le CONCAWE (19), de cette méthode de l'espace de téte modifiée pour mesurer la biodégradabilité
intrinséque. Les changements apportés par la révision effectuée en 1992 (20) des méthodes contenues dans le
chapitre C.4 de la présente annexe pour les essais de biodégradabilité facile ont été incorporés dans la présente
méthode d’essai, si bien que les conditions (milieu, durée, etc.) sont par ailleurs identiques a celles de l'essai
modifié de Sturm (20). Birch et Fletcher (14) ont montré que, sur les mémes substances, l'essai de I'espace de téte
livrait des résultats trés proches de ceux de l'essai circulaire organisé par 'OCDE des méthodes d’essai révisées
(21).

PRINCIPE DE L’ESSAI

Une population mixte de micro-organismes est ensemencée dans un milieu tampon composé de sels minéraux,
ol la substance d’essai, généralement a une concentration de 20 mg C/l, représente la seule source de carbone et
d’énergie. L'essai est conduit dans des flacons hermétiquement clos comportant un espace de téte dair, qui sert
de réserve d'oxygene pour la biodégradation aérobie. On détermine le CO, dégagé par la biodégradation aérobie
finale de la substance d’essai en mesurant I'excédent de carbone inorganique produit dans les flacons d’essai par
rapport au carbone inorganique produit dans les flacons témoins a blanc ne renfermant que le milieu ense-
mencé. Le degré de biodégradation est exprimé en pourcentage de la production maximale théorique de carbone
inorganique (ThCI), d’apres la quantité de substance d’essai (en carbone organique) ajoutée au départ.

La disparition de carbone organique dissous ct/ou le niveau de la biodégradation primaire de la substance d’essai
peuvent aussi étre mesurés (20).
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INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

II faut connaitre la teneur (% poids) en carbone organique de la substance d’essai, d'apres sa structure chimique
ou par une mesure, de fagon a pouvoir calculer le pourcentage de dégradation. Dans le cas des substances d’essai
volatiles, il est utile de mesurer ou de calculer la constante de Henry afin de déterminer un rapport volumique
espace de téte/liquide approprié. Les informations sur la toxicité de la substance d'essai a I'égard des micro-
organismes permettent de choisir une concentration d’essai appropriée et facilitent 'interprétation des résultats
lorsque la biodégradabilité est faible: on recommande d’inclure un témoin d'inhibition, sauf si 'on sait que la
substance d’essai n'inhibe pas lactivité des micro-organismes (voir paragraphe 24).

CHAMP D’APPLICATION DE LA METHODE

Cet essai convient aux substances insolubles et solubles dans l'eau, cependant la substance d’essai doit étre bien
dispersée. Si l'on applique le rapport volumique espace de téte[liquide recommandé de 1/2, les substances
volatiles dont la constante de Henry ne dépasse pas 50 Pa.m’.mol ! peuvent étre testées puisque la proportion
de la substance d’essai dans I'espace de téte n'excedera pas 1 % (13). Un volume plus petit d’espace de téte peut
étre utilisé pour tester des substances plus volatiles, mais dont la biodisponibilité risque d'étre limitante, surtout
si elles sont peu solubles dans I'eau. Toutefois, les expérimentateurs doivent s'assurer que le rapport volumique
espace de téte[liquide et la concentration de la substance d’essai laissent suffisamment d’oxygene disponible pour
permettre a la biodégradation aérobie d’étre compléte (en évitant, par exemple, d'utiliser un substrat tres
concentré et un petit espace de téte). Des orientations sur ce point figurent dans les références (13) et (23).

SUBSTANCES DE REFERENCE

I faut vérifier le procédé expérimental en testant en parallele une substance de référence de biodégradabilité
connue. A cet effet, l'aniline, le benzoate de sodium ou I'éthyléneglycol peuvent étre utilisés pour les substances
d’essai solubles dans I'eau et le 1-octanol pour les substances d’essai peu solubles (13). La biodégradation de ces
substances doit étre supérieure a 60 % de la ThCI au bout de 14 jours.

REPRODUCTIBILITE

Lessai circulaire réalisé par IISO de la méthode (17) a produit les résultats suivants, pour les conditions
recommandées, notamment une concentration de la substance d’essai de 20 mg C/l:

Pourcentage moyen Coefficient de variation
Substance d’essai de biodégradation %) Nombre de laboratoires
(28 jours) B
Aniline 90 16 17
1-octanol 85 12 14

Avec laniline, la variabilité interne de l'essai était faible, les coefficients de variabilité ne dépassant pas 5 % dans
presque tous les essais. Dans les deux cas ol la répétabilité a été moins bonne, la plus grande variabilité a
probablement été due a une production élevée de carbone inorganique dans les témoins a blanc. Le 1-octanol a
donné lieu a une moins bonne répétabilité, mais avec une variabilité néanmoins inférieure a 10 % dans 79 % des
essais. Cette plus grande variabilité interne de I'essai pourrait résulter d’erreurs de dosage, le volume de 1-octanol
a injecter dans les flacons expérimentaux hermétiquement clos étant faible (3 a 4 pl). Des concentrations plus
faibles de la substance d’essai engendreraient des coefficients de variation plus élevés, en particulier aux concen-
trations inférieures a 10 mg C/l. Ce probleme pourrait étre en partie résolu par la diminution de la concentration
du carbone inorganique total dans I'inoculum.

Un essai circulaire de cing agents tensioactifs a 10 mg C/[L, organisé par I'Union européenne (24), a livré les
résultats suivants:

Pourcentage moyen de Coefficient d ati
Substance d'essai biodégradation octhicien ((y)e vanation Nombre de laboratoires
(28 jours) 0
Benzénesulfonate de tétra- 17 45 10
propylene
Diisooctylsulfosuccinate 72 22 9
(anionique)
Chlorure d’ammonium 75 13 10
hexadécyl-triméthyique ()
(cationique)
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Pourcentage moyen de . -
Substance d’essai biodégradation Coefﬁc1ent((;1)e variation Nombre de laboratoires
(28 jours) ?
(éthoxylate d)y isononyl- 41 32 10
phénol
(non ionique)
Cocoamidepropyl-  dimé- 60 23 11
thylhydroxy- sulfobétaine
(amphotere)

(*) Le SiO, a été ajouté pour neutraliser la toxicité.

Les résultats montrent qu'en général, les agents tensioactifs les moins bien dégradés présentent une plus grande
variabilité. La variabilité interne de I'essai, qui était inférieure a 15 % dans plus de 90 % des cas, n'a pas dépassé
30-40 %.

Note: la plupart des agents tensioactifs ne se composent pas d’une seule espéce moléculaire, mais sont des
mélanges d'isomeres, d’homologues, etc. qui se dégradent a l'issue de différentes périodes de latence et a
différentes vitesses, et qui génerent des courbes “brouillées”, atténuées, de sorte que le seuil de 60 %
risque de n'étre pas atteint dans la fenétre de dix jours, méme si chaque espece moléculaire atteindrait
plus de 60 % en lespace de dix jours si elle avait été testée isolément. Ce phénomeéne peut aussi
s'observer avec d’autres mélanges complexes.

DESCRIPTION DE LA METHODE

Appareillage

Appareils courants de laboratoire et:

a) flacons a sérum en verre fermés avec des bouchons en caoutchouc butylique sertis de surcapsules en
aluminium. La capacité recommandée est de 125 ml, soit un volume total d’environ 160 ml (dans ce cas,

le volume de chaque flacon doit atteindre 160 ml avec une précision de 1 ml). Des flacons plus petits
peuvent étre utilisés si les résultats remplissent les conditions décrites aux paragraphes 66 et 67;

=

analyseur de carbone ou autre instrument (chromatographe en phase gazeuse, par exemple) pour mesurer le
carbone inorganique;

seringues a haute précision pour les échantillons gazeux et liquides;

o
~

&

agitateur orbital dans un environnement thermostaté;

e) source dair exempt de CO, — on peut la préparer en faisant passer lair a travers des granules de chaux sodée
ou en utilisant un mélange gazeux a 80 % de N, et 20 % d’O, (facultatif) (voir paragraphe 28);

f) appareil & membrane filtrante a pores de 0,20 a 0,45 pm (facultatif);
g) analyseur de carbone organique (facultatif).

Réactifs

Tous les réactifs doivent étre de qualité pour analyse.

Eau

On utilise de I'eau distillée ou désionisée dont la teneur en carbone organique total est < 1 mg/l. Cela représente
une quantité < 5 % de la teneur initiale en carbone organique introduite par la dose recommandée de substance
d’essai.

Solutions méres pour le milieu composé de sels minéraux

Les solutions méres et le milieu minéral sont similaires a ceux de la norme ISO 14593 (16) et des essais de
“biodégradabilité facile” du chapitre C.4 (20). L'utilisation d'une concentration plus élevée de chlorure d’ammo-
nium (2,0 g/l au lieu de 0,5 g/l) ne devrait étre nécessaire que dans des cas trés exceptionnels, par exemple
lorsque la concentration de la substance d'essai est > 40 mg C/l. Les solutions meres doivent étre gardées au
froid et éliminées apres six mois, ou avant si I'on remarque une précipitation ou une prolifération bactérienne.
Préparer les solutions meres suivantes:
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a) Dihydrogénophosphate de potassium (KH,PO,) 8,50 g
Hydrogénophosphate de potassium (K,HPO,) 21,75 ¢g
Hydrogénophosphate de sodium dihydraté (Na,HPO,.2H,0) 33,40 g
Chlorure d'ammonium (NH,Cl) 0,50 g

Dissoudre dans I'eau et porter le volume a 1 litre. Le pH de la solution doit étre égal a 7,4 (+ 0,2). Si ce n’est
pas le cas, préparer une autre solution;

b) Chlorure de calcium dihydraté (CaCl,.2H,0) 36,40 g
Dissoudre dans l'eau et porter le volume a 1 litre;
¢) Sulfate de magnésium heptahydraté (MgSO,.7H,0) 22,50 g
Dissoudre dans l'eau et porter le volume a 1 litre;
d) Chlorure de fer (Ill) hexahydraté (FeCl;.6H,0) 0,25 g
Dissoudre dans l'eau, porter le volume a 1 litre et ajouter une goutte de HCl concentré.

Préparation du milieu minéral

Meélanger 10 ml de la solution a) avec environ 800 ml d’eau (paragraphe 17), puis ajouter 1 ml des solutions b),
c) et d) et compléter le volume a 1 litre avec de l'eau (paragraphe 17).

Autres réactifs

Acide phosphorique concentré (H;PO,) (> 85 % masse par volume).

Solution d’hydroxyde de sodium 7M

Dissoudre 280 g d’hydroxyde de sodium (NaOH) dans 1 litre d’'eau (paragraphe 17). Déterminer la teneur en
carbone inorganique dissous de cette solution et tenir compte de cette valeur dans le calcul du résultat de T'essai
(voir paragraphes 55 et 61), notamment en fonction du critere de validité mentionné au paragraphe 66 b).
Préparer une nouvelle solution si la concentration en carbone inorganique dissous est trop élevée.

Substance d'essai

Préparer une solution mére d'une substance d'essai suffisamment hydrosoluble, dans I'eau (paragraphe 17) ou
dans le milieu d'essai (paragraphe 19), a une concentration de préférence 100 fois supérieure a la concentration
finale a utiliser dans I'essai; il peut étre nécessaire d’ajuster le pH de la solution mére. La solution mére doit étre
ajoutée au milieu minéral de telle sorte que la concentration finale de carbone organique atteigne entre 2 et
40 mg C/l, de préférence 20 mg C/I. Des concentrations plus faibles que celles mentionnées ci-dessus risquent de
diminuer la précision. Les substances liquides solubles et insolubles peuvent étre introduites directement dans les
récipients a l'aide de seringues a haute précision. Les substances d’essai peu solubles et insolubles peuvent
requérir un traitement spécial (25), & choisir parmi les suivants:

a) ajout direct de quantités de poids connu;
b) dispersion aux ultrasons avant l'ajout;

¢) dispersion a l'aide d’agents émulsifiants dont il y a lieu d'établir, avant d’ajouter la substance d’essai, s'ils
exercent une action inhibitrice ou stimulante sur l'activité microbiologique;

d) adsorption des substances d’essai liquides, ou d’une solution de la substance d'essai dans un solvant volatil
approprié, sur un milieu ou un support inerte (par exemple un filtre en fibres de verre), suivie par I'évapo-
ration du solvant, le cas échéant, et ajout direct de quantités connues;

e) ajout d'un volume connu d'une solution de la substance d’essai dans un solvant suffisamment volatil pour
quil sévapore completement du récipient, suivi par I'évaporation du solvant.
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Il faut vérifier par un essai si les agents ou les solvants utilisés aux points c), d) et €) ont un effet stimulant ou
inhibiteur sur l'activité microbiologique [voir paragraphe 42 b)].

Substance de référence

Préparer une solution mére de la substance de référence (soluble) dans I'eau (paragraphe 17) a une concentration
de préférence 100 fois supérieure a la concentration finale (20 mg C/l) a utiliser dans l'essai.

Vérification de linhibition

Il arrive souvent que les substances d'essai ne se dégradent pas de fagon significative dans les conditions
appliquées aux évaluations de la biodégradation immédiate. Cela peut résulter du fait que la substance dessai
exerce un effet inhibiteur sur I'inoculum a la concentration a laquelle elle est testée. Une vérification de l'effet
inhibiteur peut étre incluse dans la conception de I'essai pour faciliter l'identification (rétrospective) de l'inhibi-
tion comme l'une des causes possibles ou l'un des facteurs contributifs, soit, au contraire, pour éliminer cette
possibilité d'interférences, ce qui démontrerait que la dégradation faible ou nulle n’est imputable qu'au fait que
les micro-organismes n’attaquent pas la substance dans les conditions de I'essai. Afin d'obtenir des informations
sur la toxicité de la substance d'essai a I'égard des micro-organismes (aérobies), on prépare une solution
contenant la substance d'essai et la substance de référence dans le milieu d’essai (paragraphe 19), chacune a
la méme concentration que celle a laquelle elles ont été ajoutées dans le milieu d'essai lors de l'essai (voir
paragraphes 22 et 23).

Inoculum

L'inoculum peut provenir de différentes sources: boues activées, effluents d’eaux usées (non chlorés); eaux de
surface et sols; ou d'un mélange de ces milieux (20). Il convient de vérifier l'activité biodégradante de la source a
l'aide d’une substance de référence. Quelle que soit la source, il ne faut pas utiliser de micro-organismes ayant
déja été exposés a la substance d'essai pour l'essai de biodégradabilité facile.

Attention: les boues activées, les eaux usées et les effluents d’eaux usées renferment des organismes pathogenes et
doivent étre manipulés avec précaution.

On sait empiriquement que le volume optimal de I'inoculum est celui qui:

— suffit pour fournir une activité biodégradante adéquate,

— dégrade la substance de référence dans le pourcentage stipulé (voir paragraphe 66),
— fournit 102 2 10° unités formant colonie par millilitre dans le mélange final,

— donne normalement une concentration de 4 mg/l de solides en suspension dans le mélange final lorsqu’on
utilise de la boue activée; des concentrations allant jusqua 30 mg/l peuvent étre utilisées, mais elles risquent
d’augmenter sensiblement la production de CO, dans les témoins a blanc (26),

— représente moins de 10 % de la concentration initiale de carbone organique introduite par la substance
d’essai,

— ¢équivaut généralement a 1 a 10 ml d'inoculum par litre de solution expérimentale.

Boues activées

Prélever un échantillon de boue activée dans le bassin d’aération d’une station d’épuration ou d'une installation a
T'échelle du laboratoire traitant principalement des eaux usées domestiques. Eliminer, si nécessaire, les grosses
particules a l'aide d’un tamis (possédant des orifices de 1 mm?, par exemple) et conserver ensuite la boue en
aérobiose jusqu'a son utilisation.

Une autre possibilité consiste, aprés avoir éliminé toutes les grosses particules, a laisser décanter la boue ou a la
centrifuger (par exemple 3 1 100 g pendant 10 minutes). Eliminer le surnageant. La boue peut étre lavée dans la
solution minérale. Suspendre la boue concentrée dans le milieu minéral de facon & obtenir une concentration de
3 a 5 g/l de matiéres en suspension. Aérer ensuite la suspension jusqua son utilisation.

La boue doit provenir d’une station d’épuration ordinaire en bon état de fonctionnement. Les boues issues d’'une
station d'épuration dont le débit est important, ainsi que les boues susceptibles de contenir des inhibiteurs,
doivent étre lavées. Décanter ou centrifuger la boue remise en suspension aprés agitation vigoureuse, éliminer le
liquide surnageant et resuspendre la boue lavée dans un volume de milieu minéral frais. Répéter cette opération
jusqua ce que la boue puisse étre considérée comme exempte de substrat en excés ou d'inhibiteur.

Prélever un échantillon de boue remise en suspension (lorsque la resuspension est compléte) ou de boue non
traitée juste avant le moment de son utilisation afin de déterminer le poids sec des matiéres en suspension.
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Une autre possibilité consiste & homogénéiser la boue activée (entre 3 et 5 g/l de solides en suspension). Passer la
boue dans un mélangeur mécanique réglé sur une vitesse moyenne pendant 2 minutes. Laisser reposer la boue
homogénéisée pendant 30 minutes, ou plus longtemps si nécessaire, et prélever la phase liquide, qui sera utilisée
comme inoculum & raison d’environ 10 ml par litre de milieu minéral.

Il est possible d’obtenir une réduction plus importante du dégagement de CO, dans le témoin a blanc en aérant
la boue toute une nuit avec de l'air exempt de CO,. Dans cet essai, la concentration de l'inoculum doit s’élever a
4 mg|l de solides de boue activée (13).

Effluent secondaire deaux usées

L'inoculum peut également provenir de l'effluent secondaire d’une station d’épuration ou d’une installation a
I'échelle du laboratoire recevant principalement des eaux usées domestiques. Conservé en aérobiose, I'échantillon
sera utilisé le jour de son prélevement ou préconditionné si nécessaire. L'effluent doit étre filtré a travers un filtre
grossier et son pH est mesuré.

Pour réduire la teneur en carbone inorganique du filtrat, on fait barboter dans celui-ci de l'air exempt de CO,
[paragraphe 15 e)] durant 1 heure tout en maintenant le pH a 6,5 avec de l'acide phosphorique (paragraphe 20).
La valeur du pH est ramenée a sa valeur de départ avec de 'hydroxyde de sodium (paragraphe 21) et on laisse
reposer le filtrat pendant environ 1 heure, avant dy prélever un volume approprié de surnageant pour l'ino-
culation. Ce processus de barbotage diminue la teneur de I'inoculum en carbone inorganique. Par exemple, si on
utilise le volume maximal recommandé d’effluent filtré et barboté (100 ml) par litre comme inoculum, la
quantité de carbone inorganique présente dans les flacons témoins & blanc est comprise entre 0,4 et 1,3 mg/l
(14), ce qui représente 2 a 6,5 % du carbone de la substance d'essai a 20 mg C/l et 4 a2 13% a 10 mg C/L.

Eaux de surface

Dans une eau de surface adéquate, on préleve un échantillon qui sera conservé en aérobiose et utilisé le jour
méme. Si nécessaire, 'échantillon est concentré par filtration ou centrifugation. Le volume d'inoculum a utiliser
dans chaque récipient expérimental doit satisfaire aux critéres énoncés au paragraphe 26.

Sols

Prélever un échantillon dans un sol approprié a une profondeur allant jusqua 20 cm en dessous de la surface du
sol. Il convient d’enlever les pierres, les débris végétaux et les invertébrés de I'échantillon de sol avant de le passer
au travers d'un tamis pourvu d'orifices de 2 mm (si 'échantillon est trop mouillé pour pouvoir étre tamisé
immédiatement, on le seche partiellement a Tair). 1l faut le garder en aérobiose et l'utiliser le jour méme (si
I'échantillon est transporté dans un sac noir de polythéne fermé de maniére non hermétique, il peut étre
conservé a 2 a 4 °C dans ce sac jusqua un mois).

Préconditionnement de l'inoculum

L'inoculum peut étre préconditionné aux conditions expérimentales, mais non préadapté a la substance d’essai.
Le préconditionnement peut diminuer le dégagement de CO, dans le témoin a blanc. Le préconditionnement
consiste a aérer la boue activée, apres l'avoir diluée dans le milieu expérimental a 30 mgfl, avec de l'air humide
exempt de CO, durant 5 a 7 jours a la température de I'essai.

MODE OPERATOIRE
Nombre de flacons

Le nombre de flacons [paragraphe 15 a)] requis pour un essai dépendra de la fréquence des analyses et de la
durée de l'essai.

On recommande d’analyser les flacons en trois exemplaires, apres un nombre suffisant d’intervalles de temps
pour pouvoir identifier la fenétre des dix jours. On analyse également au moins cinq flacons expérimentaux
[paragraphe 15 a)] des séries a), b) et c) (voir paragraphe 42) a la fin de l'essai, afin de pouvoir calculer les
intervalles de confiance a 95 % pour le pourcentage moyen de biodégradation.

Milieu ensemencé

L'inoculum est utilisé & une concentration de 4 mg/l en solides secs de boue activée. Juste avant l'utilisation,
préparer une quantité suffisante de milieu ensemencé en ajoutant, par exemple, 2 ml de boue activée
traitée comme il convient (paragraphes 27 a 32) a une concentration de 2000 mg/l a 1 litre de milieu
minéral (paragraphe 19). Si l'on utilise un effluent secondaire d’eaux usées, ajouter jusqua 100 ml deffluent

(paragraphe 33) a 900 ml de milieu minéral (paragraphe 19) et porter a 1 litre avec du milieu.



19.3.2014

Journal officiel de 'Union européenne

L 81/223

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Préparation des flacons

Verser des aliquotes de milieu ensemencé dans des flacons identiques en plusieurs exemplaires, de telle sorte que
le rapport espace de tétefliquide soit de 1/2 (introduire, par exemple 107 ml dans des flacons de 160 ml de
capacité). D'autres rapports peuvent étre appliqués, mais il faut tenir compte de lavertissement donné au
paragraphe 11. Quel que soit le type d'inoculum utilisé, on veillera & mélanger correctement le milieu ensemencé
pour quil se répartisse uniformément dans les flacons d’essai.

Préparer des séries de flacons [paragraphe 15 a)] destinés aux usages suivants:
a) flacons dessai (Fy) contenant la substance d’essai;

b) flacons témoins a blanc (Fy) ne contenant que le milieu expérimental et I'inoculum; tous les produits
chimiques, solvants, agents ou filtres en fibres de verre utilisés pour introduire la substance d’essai dans
les récipients expérimentaux doivent aussi y étre ajoutés;

¢) flacons contenant la substance de référence (Fc) pour vérifier le procédé;

&

si nécessaire, flacons (F) pour vérifier un éventuel effet inhibiteur de la substance d’essai contenant a la fois la
substance d'essai et la substance de référence aux mémes concentrations (paragraphe 24) que dans les flacons
Fr et Fc respectivement;

¢) flacons (Fg) pour vérifier une éventuelle dégradation abiotique; il s'agit des flacons (Fy) auxquels on a ajouté
50 mg/l de HgCl, ou qu'on a stérilisés d'une autre maniere (a l'autoclave, par exemple).

Les substances dessai et de référence solubles dans l'eau sont ajoutées aux flacons sous la forme de leurs
solutions méres aqueuses (paragraphes 22, 23 et 24), de mani¢re a fournir une concentration de 10 a
20 mg C[L

Les substances d’essai et de référence insolubles sont ajoutées aux flacons de différentes fagons [voir paragraphe
22 a) a ¢)] en fonction de la nature de la substance, avant ou apres I'ajout du milieu ensemencé, selon la
méthode de traitement de la substance. Si I'on utilise 'une des procédures exposées au paragraphe 22 a) a e), les
flacons témoins a blanc (Fp) [paragraphe 42 b)] doivent étre traités de manitre identique, si ce n'est qu'ils ne
contiendront ni la substance d'essai ni la substance de référence.

Les substances d’essai volatiles doivent étre introduites dans des flacons hermétiquement clos (paragraphe 47) au
moyen d'une microseringue. La dose est calculée en fonction du volume injecté et de la densité de la substance.

Si nécessaire, on ajoutera de I'eau aux flacons, afin que le volume de liquide soit identique dans tous les flacons.
On s'assurera que le rapport espace de téte/liquide (généralement de 1/2) et la concentration de la substance
d’essai sont tels que 'espace de téte renferme suffisamment d’oxygéne pour permettre une biodégradation totale.

Tous les flacons sont ensuite fermés hermétiquement, par exemple au moyen de bouchons en caoutchouc
butylique et de surcapsules en aluminium. Les substances d’essai volatiles doivent étre ajoutées a ce stade
(paragraphe 45). S'il y a lieu de mesurer la baisse de concentration du carbone organique dissous dans la
solution expérimentale et d’analyser au temps zéro la concentration initiale de carbone inorganique ou dautres
parametres [témoins stériles, paragraphe 42 e)], on préléve un échantillon approprié du flacon d’essai. Le flacon
d’essai et son contenu sont ensuite ¢liminés.

Les flacons hermétiquement clos sont placés sur un agitateur rotatif [paragraphe 15 d)], réglé sur une vitesse
d’agitation suffisante pour que le contenu du flacon reste bien mélangé et en suspension (par exemple 150 a
200 tpm), et mis a incuber dans l'obscurité a température constante (20 °C = 1 °C).

Prélévement

Le programme de prélevement dépendra de la période de latence et de la vitesse de biodégradation de la
substance d’essai. Des flacons sont retirés définitivement du dispositif expérimental afin d’étre analysés le jour
du prélevement, lequel intervient au moins une fois par semaine ou plus fréquemment (par exemple deux fois
par semaine), si une courbe de dégradation compléte est requise. On retire le nombre nécessaire de flacons
identiques de l'agitateur dans chaque catégorie: F, Fy et F¢ et, le cas échéant F; et Fg (voir paragraphe 42). L'essai
dure normalement 28 jours. Si la courbe de biodégradation atteint un plateau avant 28 jours, l'essai peut
sarréter avant 28 jours. Prélever des échantillons dans les cinq flacons réservés aux analyses a effectuer le
28¢ jour et utiliser les résultats pour calculer les limites de confiance ou le coefficient de variation du pour-
centage de biodégradation. Les flacons destinés a vérifier l'inhibition et la dégradation abiotique ne doivent pas
faire T'objet de prélevements aussi fréquents que les autres flacons; il suffira de deux prélevements effectués
respectivement le 1¢ jour et le 28° jour.
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Analyse du carbone inorganique

On détermine la production de CO, dans les flacons en mesurant I'augmentation de la concentration de carbone
inorganique durant l'incubation. Deux méthodes, décrites ci-aprés, sont recommandées pour mesurer la quantité
de carbone inorganique produite durant l'essai. Au cours d'un méme essai, il ne faudra utiliser qu'une seule
méthode, car ces méthodes risquent de donner des résultats 1égérement différents.

On recommande la méthode (a) si le milieu est susceptible de contenir des résidus, par exemple de papier filtre
en verre etfou d’une substance d'essai insoluble. Cette analyse peut étre pratiquée au moyen d’un chromato-
graphe en phase gazeuse, a défaut d'un analyseur de carbone. Il est important de maintenir les flacons a une
température assez proche de la température de I'essai durant l'analyse du gaz de l'espace de téte. La méthode (b)
peut savérer plus facile & appliquer par les laboratoires qui mesurent le carbone inorganique a l'aide d'un
analyseur de carbone. Il importe que la solution d’hydroxyde de sodium (paragraphe 21) utilisée pour convertir
le CO, en carbonate soit fraichement préparée ou que sa teneur en carbone inorganique soit connue, de telle
sorte que ce parameétre puisse étre pris en compte lors du calcul des résultats de T'essai [voir paragraphe 66 b)].

Méthode (a): acidification a pH < 3

Avant chaque lot d’analyses, I'analyseur de carbone inorganique est étalonné au moyen d'un étalon de carbone
inorganique approprié (par exemple une dilution 1% poids/poids de CO, dans du N,). Injecter de l'acide
phosphorique concentré (paragraphe 20) a travers le bouchon de chaque flacon destiné a un prélévement,
afin d'abaisser le pH du milieu a une valeur < 3 (ajouter, par exemple, 1 ml & 107 ml de milieu expérimental).
Remettre les flacons sur I'agitateur. Aprés avoir subi une agitation d'une heure a la température expérimentale,
les flacons sont retirés de I'agitateur. On préleve des aliquotes de gaz (1 ml, par exemple) dans I'espace de téte de
chaque flacon et on les injecte dans l'analyseur de carbone inorganique. Les concentrations de carbone inorga-
nique mesurées sont notées en mg C/l.

Cette méthode repose sur le principe suivant lequel apres l'acidification a pH <3 et I'équilibrage a 20 °C, la
constante d’équilibre de la répartition du CO, entre les phases liquide et gazeuse des flacons d’essai est égale a
1,0 lorsquelle est mesurée sous forme de concentration (13). Cette relation doit étre démontrée au moins une
fois pour le systéme expérimental, de la fagon suivante:

Préparer des flacons contenant 5 et 10 mg/l de carbone inorganique a l'aide d'une solution de carbonate de
sodium anhydre (Na,CO;) dans de l'eau exempte de CO, [préparer cette eau en l'acidifiant & pH 6,5 avec de
l'acide phosphorique concentré (paragraphe 20), en y faisant barboter de l'air exempt de CO, toute une nuit et
en ramenant le pH a une valeur neutre avec un produit alcalin]. Sassurer que le rapport volumique espace de
tétef/liquide est le méme que dans les essais (1/2, par exemple). Acidifier et équilibrer comme indiqué au
paragraphe 52 et mesurer les concentrations de carbone inorganique dans l'espace de téte et dans la phase
liquide. Vérifier que les deux concentrations sont identiques, a l'erreur expérimentale prés. Si elles ne le sont pas,
l'expérimentateur devra réexaminer les procédures. Il n'est pas nécessaire de vérifier la répartition du carbone
inorganique entre les phases liquide et gazeuse a chaque essai; cette vérification pourrait étre effectuée au cours
de T'étalonnage

Sil y a lieu de mesurer la disparition de carbone organique dissous (substances d’essai hydrosolubles unique-
ment), des échantillons sont prélevés dans la phase liquide de flacons séparés (non acidifiés), filtrés sur une
membrane et injectés dans l'analyseur de carbone organique dissous. Ces flacons peuvent servir a dautres
analyses, si nécessaire, permettant de mesurer la biodégradation primaire.

Méthode (b): conversion du CO, en carbonate

Avant chaque lot d’analyses, I'analyseur de carbone inorganique est étalonné au moyen d’un étalon adéquat, par
exemple une solution de bicarbonate de sodium (NaHCO5) dans de I'eau exempte de CO, (voir paragraphe 53),
a une concentration de 0 & 20 mg de carbone inorganique/litre. Injecter une solution d’hydroxyde de sodium
(7M, paragraphe 21) (par exemple a raison d’1 ml pour 107 ml de milieu) a travers le bouchon de chaque flacon
destiné a un prélevement et agiter les flacons durant une heure a la température de I'essai. On utilise la méme
solution de NaOH dans tous les flacons retirés définitivement un jour donné, mais pas nécessairement pour tous
les prélevements effectués tout au long de l'essai. Si les valeurs absolues de la teneur en carbone inorganique des
témoins a blanc sont requises a chaque prélévement, il faudra déterminer la teneur en carbone inorganique de la
solution de NaOH chaque fois qu'elle est utilisée. Enlever les flacons de l'agitateur et laisser reposer. Extraire un
volume approprié¢ (50 a 1 000 pl, par exemple) de la phase liquide de chaque flacon a l'aide d’une seringue.
Injecter les échantillons dans l'analyseur de carbone inorganique et enregistrer les concentrations de carbone
inorganique. On s'assurera que l'analyseur employé se préte au traitement des échantillons alcalins obtenus par
cette méthode.

Cette méthode repose sur le principe selon lequel apres 'ajout d'une solution alcaline et agitation, la concen-
tration de carbone inorganique dans l'espace de téte est négligeable. Cela doit étre vérifié au moins une fois pour
le systeme expérimental. 1l faut, pour ce faire, utiliser des étalons de carbone inorganique, ajouter une solution
basique et équilibrer, et mesurer la concentration de carbone inorganique dans I'espace de téte et dans la phase
liquide (voir paragraphe 53). La concentration dans I'espace de téte devrait avoisiner zéro. Il n'est pas nécessaire
de vérifier cette absorption pratiquement compléte de CO, a chaque essai.

Si la disparition de carbone organique dissous (substances d’essai hydrosolubles uniquement) est a mesurer, des
échantillons sont prélevés dans la phase liquide de flacons séparés (ne contenant pas de produit alcalin ajouté),
filtrés sur une membrane et injectés dans I'analyseur de carbone organique dissous. Ces flacons peuvent servir a
d’autres analyses, si nécessaire, pour mesurer la biodégradation primaire.
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RESULTATS ET RAPPORT
Calcul des résultats

En supposant que la substance d’essai a été minéralisée a 100 % en CO,, la production maximale théorique de
carbone inorganique (ThCI) des flacons d’essai excédant celle des témoins a blanc est égale au carbone organique
total (COT) ajouté dans chaque flacon d’essai au début de 'essai, autrement dit:

ThCl = COT

La masse totale (mg) de carbone inorganique (CIT) dans chaque flacon est:

CIT = (mg de C dans le liquide + mg de C dans l'espace de téte) = (V| x Cp) + (Vi x Cy) Equation [1]

ol

V. = volume de liquide dans le flacon (litre);

C. = concentration de carbone inorganique dans le liquide (carbone en mg/l);

<
T
1l

volume de T'espace de téte (litre);

Cy = concentration de carbone inorganique dans l'espace de téte (carbone en mg/l).

Les calculs du CIT pour les deux méthodes analytiques utilisées pour mesurer le carbone inorganique dans cet
essai sont décrits ci-dessous aux paragraphes 60 et 61. Le pourcentage de biodégradation (% D) dans chaque cas
est donné par I'équation suivante:

CIT, — CIT, ,
%D = % x 100 Equation [2]
ot:
CIT, = mg de CIT dans le flacon d’essai au temps t;

CITy, = la moyenne des mg de CIT dans les flacons témoins a blanc au temps t;

COT = mg de COT ajoutés initialement au flacon d’essai.

Le pourcentage de biodégradation (% D) est calculé pour les flacons d'essai (Fy) et de référence (F¢) et, le cas
échéant, les flacons (F) destinés a la vérification d'un éventuel effet inhibiteur, & partir des quantités respectives
de carbone inorganique total produites jusqua chaque temps de prélevement.

Une augmentation significative de la teneur en CIT dans les témoins stériles (Fg) durant lessai permet de
conclure a une dégradation abiotique de la substance d'essai et il faut en tenir compte dans le calcul de D
dans I'équation [2].

Acidification a pH <3

L'acidification a pH < 3 et I'équilibrage entrainant I'égalisation de la concentration de CIT entre les phases liquide
et gazeuse, seule la concentration de carbone inorganique dans la phase gazeuse doit étre mesurée. Aussi, d’apres
I'équation [1], CIT = (V| + V) x Cy = Vg x Cy, ol Vp = est le volume du flacon de sérum.
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Conversion du CO, en carbonate

Dans cette méthode, les calculs sont effectués conformément a I'équation [1], mais la quantité négligeable de
carbone inorganique dans la phase gazeuse est ignorée, de sorte que Vg x Cy = 0, et CIT = V| x (.

Expression des résultats

On trace une courbe de biodégradation en reportant le pourcentage de biodégradation, D, en fonction du temps
d'incubation, courbe qui indiquera, si possible, la phase de latence, la phase de biodégradation, la fenétre des dix
jours et la phase plateau, c'est-a-dire la phase durant laquelle la dégradation a atteint son maximum et ou la
courbe de biodégradation marque un palier. Si des résultats comparables sont obtenus pour les flacons d'essai
(Fp) testés en parallele (< 20 % de différence), on trace une courbe moyenne (voir appendice 2, figure 1); dans le
cas contraire, on trace une courbe pour chaque flacon d’essai. On détermine la valeur moyenne du pourcentage
de biodégradation dans la phase plateau ou on évalue sa valeur maximale (par exemple si la courbe fléchit dans
la phase plateau), mais il est important d’estimer si, dans ce dernier cas, la valeur n’est pas nettement divergente.
Ce niveau maximal de biodégradation doit étre mentionné en tant que “degré de biodégradation de la substance
d’essai” dans le rapport d'essai. Si le nombre de flacons d'essai s'est avéré insuffisant pour préciser une phase
plateau, on utilise les données mesurées du dernier jour de l'essai pour calculer une valeur moyenne. Cette
derniére valeur, la moyenne de cinq essais identiques, sert a indiquer la précision avec laquelle le pourcentage de
biodégradation a été déterminé. La valeur obtenue au terme de la fenétre des dix jours doit également figurer
dans le rapport.

Tracer, de la méme maniére, une courbe pour la substance de référence, F, et, le cas échéant, pour la vérification
de la dégradation abiotique Fg et pour le controle de linhibition, F,.

Les quantités de CIT présentes dans les témoins a blanc (Fp) sont consignées, de méme que celles présentes dans
les flacons Fg, si ces flacons sont inclus dans le systeme expérimental.

Calculer D pour les flacons F;, d'aprés le rendement théorique escompté en carbone inorganique provenant
uniquement de la substance de référence du mélange. Si, au 28° jour, ([Dgc ( (1)) — DF; ((3))]/Dge) x 100 > 25 %,
il est permis de supposer que la substance d’essai a inhibé lactivité de I'inoculum, ce qui peut expliquer les
faibles valeurs de Dyp obtenues dans les conditions de T'essai. Dans ce cas, 'essai pourrait étre répété avec une
concentration d’essai plus faible, et en réduisant de préférence le carbone inorganique dissous (CID) dans
I'inoculum et le CIT formé dans les témoins a blanc, car une diminution de la concentration de la substance
d’essai amoindrit la précision de la méthode. Un autre inoculum peut également étre utilisé. Si la quantité de CIT
dans le flacon Fg (dégradation abiotique) montre une augmentation significative (> 10 %), il se peut qu'une
dégradation abiotique ait eu lieu.

Validité des résultats

Un essai est considéré comme valable si:

a) le pourcentage moyen de dégradation dans les flacons F contenant la substance de référence est > 60 % au
14¢ jour de lincubation; et

b) la quantité moyenne de CIT présente dans les témoins a blancs Fp a la fin de l'essai est > 3 mg C/l.

Si ces limites ne sont pas atteintes, on répétera l'essai avec un inoculum provenant d’'une autre source et/ou on
révisera les procédures appliquées. Par exemple, si une production élevée de carbone inorganique dans le témoin
a blanc pose un probléme, il convient de suivre la procédure exposée aux paragraphes 27 a 32.

Si la substance d’essai ne fournit pas 60 % de la production maximale théorique de carbone inorganique (ThCI)
et quil a été démontré qu'elle n'exerce aucun effet inhibiteur (paragraphe 65), I'essai peut étre répété avec une
concentration accrue d'inoculum (jusqua 30 mg/l de boue activée et 100 ml d’effluent/l) ou avec un inoculum
provenant d’autres sources, en particulier si la dégradation a atteint une valeur comprise entre 20 et 60 %.

Interprétation des résultats

Si une substance d’essai atteint une biodégradation > 60 % de la ThCI dans la fenétre des dix jours au cours de
cet essai, cela démontre quelle est facilement biodégradable en aérobiose.

Si la valeur de seuil de 60 % de la ThCI n'a pas été atteinte, on mesure le pH du milieu des flacons qui n'ont pas
été acidifiés ou alcalinisés; une valeur inférieure a 6,5 pourrait indiquer qu'une nitrification a eu lieu. Dans ce cas,
on répete l'essai avec une solution tampon plus concentrée.

(") Le pourcentage de dégradation dans les flacons F- contenant la substance de référence.
(%) Le pourcentage de dégradation dans les flacons Fy.
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Rapport d’essai

Dresser un tableau du pourcentage de dégradation (% D) relevé dans chaque flacon d'essai (Fy), de référence (Fc)
et, le cas échéant, de vérification de Tlinhibition (F) pour chaque jour de prélevement. Si les flacons identiques
livrent des résultats comparables, tracer une courbe du % D moyen en fonction du temps. Noter la quantité de
carbone inorganique total dans les témoins a blanc (Fp) et dans les témoins stériles (Fs), de méme que le carbone
organique dissous etfou d’autres parametres, ainsi que leur pourcentage de disparition.

Déterminer la valeur moyenne du % D dans la phase plateau ou utiliser la valeur maximale si la courbe de
biodégradation fléchit dans la phase plateau et rapporter cette valeur en tant que “degré de biodégradation de la
substance d’essai”. Il importe de vérifier que dans ce dernier cas, la valeur la plus élevée n'est pas nettement
divergente.

Le rapport d’essai doit mentionner les informations suivantes:

Substance d’essai:

— nom courant, nom chimique, numéro CAS, formule structurale et propriétés physico-chimiques pertinentes,

— pureté (impuretés) de la substance d’essai.

Conditions expérimentales:

— référence a la présente méthode dessai,

— description du systéme expérimental utilisé (par exemple, volume du flacon, rapport espace de téte[liquide,
méthode d’agitation, etc.),

— ajout de la substance d’essai et de la substance de référence dans le systéme expérimental: concentration
appliquée et quantité de carbone mesurée dans chaque flacon d’essai, et, le cas échéant, solvants utilisés,

— détails sur I'inoculum utilisé, traitement préalable et préconditionnement éventuels,

— température d’incubation,

— validation du principe de l'analyse du carbone inorganique,

— principales caractéristiques de l'analyseur de carbone inorganique employé (et de toute autre méthode
d’analyse utilisée),

— nombre de répétitions.

Résultats:

— données brutes et valeurs calculées de la biodégradabilité présentées dans un tableau,

— graphique du pourcentage de dégradation en fonction du temps pour les substances d'essai et de référence,
phase de latence, phase de dégradation, fenétre des dix jours et pente,

— pourcentage de disparition au niveau du plateau, a la fin de cet essai et apres la fenétre des dix jours,

— justification en cas de rejet des résultats expérimentaux,

— tout autre fait se rapportant a la procédure utilisée,

— analyse des résultats.
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Appendice 1

ABREVIATIONS ET DEFINITIONS

CI: carbone inorganique.

ThCO,: production théorique de CO, (mg); correspond a la quantité de dioxyde de carbone calculée a partir de la teneur
en carbone connue ou mesurée de la substance d'essai, qui doit se dégager lors de la minéralisation complete de celle-ci;
également exprimée en mg de dioxyde de carbone dégagé par mg de substance d’essai.

COD: le carbone organique dissous est le carbone organique présent en solution ou qui traverse un filtre & pores de
0,45 micron ou encore qui reste dans le surnageant apres une centrifugation de 15 minutes a environ 4 000 g
(40 000 m sec™?).

CID: carbone inorganique dissous.
ThCI: production théorique de carbone inorganique.
CIT: carbone inorganique total.

Facilement biodégradable: classification arbitraire des produits chimiques qui ont répondu positivement a certains essais
de dépistage spécifiques portant sur la biodégradabilité ultime; du fait de la rigueur de ces essais, on admet que de tels
composés se dégraderont rapidement et complétement en milieu aquatique dans des conditions aérobies.

Fenétre des dix jours: les dix jours qui suivent immédiatement le moment o1 le taux de biodégradation atteint 10 %.

Biodégradabilité intrinséque: classification des produits chimiques pour lesquels une biodégradation (primaire ou finale)
se manifeste sans ambiguité au cours d’un quelconque essai de biodégradabilité.

Biodégradation ultime en aérobiose: niveau de dégradation atteint lorsque la totalité de la substance d'essai a été utilisée
par des micro-organismes pour produire du dioxyde de carbone, de T'eau, des sels minéraux et de nouveaux constituants
cellulaires microbiologiques (biomasse).

Minéralisation: dégradation compléte d'un composé organique en CO, et en H,0 dans des conditions aérobies, et en
CH,, CO, et H,0 dans des conditions anaérobies.

Phase de latence: correspond & la période qui commence au début de l'essai et s'achéve au moment ot les micro-
organismes dégradants se sont acclimatés etfou adaptés et ol le degré de biodégradation d’une substance chimique ou
d’'une matiére organique a atteint un niveau détectable (par exemple 10 % de la biodégradation maximale théorique, ou
moins, suivant la précision de la technique de mesure).

Phase de dégradation: correspond a la période qui commence a la fin de la phase de latence et se termine au moment
ol on atteint 90 % du taux maximal de dégradation.

Phase plateau: phase au cours de laquelle la dégradation atteint sa valeur maximale et ot la courbe de biodégradation
marque un palier.

Substance d’essai: toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode dessai.
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Appendice 2

Exemple de courbe de biodégradation

Figure 1

Biodégradation du 1-octanol au cours de I'essai de I'espace de téte (dégagement de CO,)
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C. 30. BIDACCUMULATION CHEZ LES OLIGOCHETES TERRESTRES

INTRODUCTION

1. La présente méthode dessai est équivalente a la ligne directrice 317 (2010) de TOCDE pour les essais de produits
chimiques. Parmi les méthodes d'essai relatives au devenir environnemental, celles intitulées “Bioconcentration:
essai avec renouvellement continu sur les poissons” [chapitre C.13 de la présente annexe (49)] et “Bioaccumu-
lation chez les oligochetes benthiques fouisseurs” (53) ont été publiées, respectivement, en 1996 et en 2008. 1l
est difficile voire impossible d’extrapoler aux organismes terrestres comme les vers de terre les données sur la
bioaccumulation en milieu aquatique. Des calculs de modeles fondés sur la lipophilie d’'une substance d’essai, voir
par exemple (14) ou (37), sont actuellement utilisés pour évaluer la bioaccumulation des substances chimiques
dans le sol, notamment dans le document d'orientation technique de 'Union européenne (19). La nécessité
d’appliquer une méthode d’essai comportant des compartiments spécifiques a déja été exposée (55). Une telle
méthode est particuli¢rement importante pour évaluer I'empoisonnement secondaire dans les chaines alimen-
taires terrestres (4). Plusieurs méthodes d’essai nationales portent sur la bioaccumulation chez les organismes
autres que les poissons, par exemple (2) et (72). Une méthode d'évaluation de la bioaccumulation chez les vers de
terre (Eisenia fetida, Savigny) et les enchytrées dans des sols contaminés a été élaborée par I'’American Society for
Testing and Materials (ASTM) (3). Une méthode internationalement reconnue visant a déterminer la bioaccu-
mulation dans un sol chargé permettra de mieux évaluer les risques des produits chimiques pour les écosystémes
terrestres, notamment (25) et (29).

2. Les invertébrés géophages sont exposés aux substances chimiques présentes dans le sol. Au nombre de ces
animaux, les oligochétes terrestres jouent un role important dans la structure et la fonction des sols (15) (20).
Les oligochétes terrestres vivent dans le sol et, partiellement, & sa surface (notamment sur la litiere); ils
représentent fréquemment I'espéce la plus abondante en termes de biomasse (54). Leur role dans la bioturbation
du sol et leur fonction de proies conférent & ces animaux une influence considérable sur la biodisponibilité des
substances chimiques pour d’autres organismes comme les prédateurs invertébrés [dont les acariens et les
coléopteres; voir notamment (64)] ou vertébrés [dont les renards et les mouettes (18) (62)]. Certaines
espéces doligochetes terrestres actuellement utilisées dans les essais écotoxicologiques sont décrites a I'appen-
dice 5.
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Le guide de 'ASTM sur les essais en laboratoire consacrés a la toxicité du sol ou a la bioaccumulation chez les
vers de terre Eisenia fetida et les enchytrées Enchytraeus albidus (3) fournit nombre d'informations essentielles qui
ont servi & mettre en ceuvre la méthode d’essai exposée ici sur la bioaccumulation dans le sol. Parmi les autres
références citées dans la présente méthode d'essai figurent le chapitre C.13 de la présente annexe, intitulé
“Bioconcentration: essai avec renouvellement continu sur les poissons” (49) et la ligne directrice 315 de
I'OCDE intitulée “Bioaccumulation chez les oligochétes benthiques fouisseurs” (53). Des expériences pratiques
tirées d’études et de diverses publications sur la bioaccumulation dans le sol, dont (1) (5) (11) (12) (28) (40) (43)
(45) (57) (59) (76) (78) (79), ont également largement inspiré la présente méthode d’essai.

Cette méthode dessai s'applique essentiellement aux substances chimiques organiques neutres, stables, qui ont
tendance a étre adsorbées dans le sol. Elle permet également d'évaluer la bioaccumulation de composés
organométalliques stables, associés au sol. Cette méthode sapplique aussi aux métaux et autres éléments
présents a I'état de traces.

PREREQUIS

Les essais visant a mesurer la bioaccumulation d’une substance dans les oligochétes terrestres ont été réalisés
avec des métaux lourds [voir notamment (63)] et des substances organiques persistantes dont le log K, (K,) se
situe entre 3,0 et 6,0 (40). Ces essais s'appliquent également aux:

— substances dont le log K, est supérieur a 6,0 (substances super-hydrophobes),

— substances appartenant a la classe des substances organiques connues pour leur potentiel de bioaccumula-
tion dans les organismes vivants, par exemple les substances fortement adsorbantes ou tensio-actives,

— substances qui présentent un potentiel de bioaccumulation de par leurs caractéristiques structurelles (ana-
logues des substances dont le potentiel de bioaccumulation est connu),

— métaux.

Avant de débuter toute étude, il convient de disposer de certaines informations sur la substance d’essai, comme
le nom courant, le nom chimique (de préférence le nom IUPAC), la formule structurale, le numéro CAS, la
pureté, les mesures de sécurité, les conditions de stockage appropriées et les méthodes d’analyse. Il faut aussi
connaitre les propriétés suivantes de la substance:

a) solubilité dans l'eau;

b) coefficient de partage octanol-cau, K,;

¢) coefficient de partage sol-eau, exprimé par K,
d) pression de vapeur;
e) dégradabilité (dans le sol ou I'eau notamment);
f) métabolites connus.

Il est possible d'utiliser des substances d'essai radiomarquées ou non. Cependant, l'utilisation de substances
radiomarquées est recommandée car elle facilite I'analyse. La décision d'y recourir dépendra des limites de
détection ou de la nécessité de mesurer le composé parent et les métabolites. Dans le cas ol une substance
radiomarquée est utilisée et ou le total des résidus radioactifs est mesuré, il est important que les résidus
radiomarqués tant dans le sol que dans les organismes d’essai soient définis en pourcentages de la substance
d’essai parente et de la substance marquée non-parente, par exemple dans des échantillons prélevés a un état
stationnaire ou a la fin de la phase d’absorption, pour permettre de calculer le facteur de bioaccumulation (FBA)
pour la substance d'essai parente et les métabolites du sol pertinents (voir paragraphe 50). 1l peut s'avérer
nécessaire de modifier la méthode décrite ici, en particulier en vue de disposer d’'une biomasse suffisante pour
mesurer les substances d'essai organiques non-radiomarquées ou les métaux. Lorsque le total des résidus
radioactifs est mesuré (par comptage en scintillation liquide aprés extraction, combustion ou solubilisation
des tissus), le facteur de bioaccumulation est basé sur la susbtance d'essai parente et sur les métabolites. 1l
est préférable que le FBA soit calculé sur la base de la concentration de la substance d’essai parente dans les
organismes et du total des résidus radioactifs. Ensuite, le facteur d’accumulation biota-sol (BSAF) (biota-soil
accumulation factor), normalisé par rapport a la teneur en lipides des vers et a la teneur en carbone organique
(CO) du sol, est calculé a partir du FBA pour garantir la comparabilité des résultats de différents essais de
bioaccumulation.
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Il convient que la toxicité de la substance d’essai envers les espéces utilisées dans I'essai soit connue, notamment
la concentration d’effet (CE,) ou la concentration létale (CL,) pour la durée de la phase d’absorption [(19) par
exemple]. La concentration de la substance d'essai représente de préférence environ 1% de sa CLsq aigué
asymptotique, et elle est au moins dix fois supérieure a sa limite de détection dans le sol par la méthode
d’analyse utilisée. La préférence est donnée, lorsquelles sont disponibles, aux valeurs de toxicité issues d'études a
long terme sur les effets sublétaux observés (51) et (52). Si ces données ne sont pas disponibles, un essai de
toxicité aigué apportera des informations utiles [voir notamment (23)].

Il est nécessaire de disposer d'une méthode d'analyse appropriée, dont on connait I'exactitude, la précision et la
sensibilité pour quantifier la substance dans les solutions d’essai, dans le sol et dans le matériel biologique; il est
aussi nécessaire de disposer des détails de la préparation et du stockage des échantillons, et des fiches de
données de sécurité des substances. Il convient également de connaitre les limites de détection analytiques de la
substance d’essai dans le sol et les tissus du ver. Si une substance d’essai marquée au 14C est utilisée, il est
nécessaire de connaitre aussi la radioactivité spécifique (cC'est-a- dire en Bq.mol-1) et le pourcentage de radioac-
tivité associé aux impuretés. La radioactivité spécifique de la substance d’essai sera suffisamment élevée pour
faciliter I'analyse et les concentrations d’essai utilisées ne provoqueront pas deffets toxiques.

L'essai peut étre réalisé sur sol naturel ou artificiel. Avant le début de lessai, il convient de connaitre les
caractéristiques du sol naturel utilisé, par exemple son origine ou ses constituants, son pH, sa teneur en
carbone organique, sa distribution granulométrique (pourcentages de sable, de limon et d’argile), et sa capacité
de rétention d’eau (CRE) (3) (48).

PRINCIPE DE L’ESSAI

Les parametres qui caractérisent la bioaccumulation d’une substance d’essai se composent du facteur de bioac-
cumulation (FBA), de la constante de vitesse d’absorption (k) et de la constante de vitesse d’élimination (k).
L'appendice 1 donne des définitions détaillées de ces paramétres.

L'essai consiste en deux phases, la phase d’absorption (exposition) et la phase d’élimination (postexposition).
Durant la phase d’absorption, des groupes répliqués de vers sont exposés au sol chargé avec la substance d’essai.
En plus des animaux d’essai, des groupes témoins de vers sont conservés dans des conditions identiques, sans la
substance d’essai. Le poids sec et la teneur en lipides des organismes d’essai sont mesurés. Pour ce faire, on peut
utiliser des vers du groupe témoin. Les valeurs de fond analytiques (essai a blanc) peuvent étre obtenues en
analysant des échantillons des vers et du sol témoins. Pour la phase d’élimination, les vers sont transférés dans
un sol dépourvu de la substance d’essai. Une phase d’élimination est toujours nécessaire sauf si 'absorption de
la substance d’essai au cours de la phase d’exposition s'avére étre non significative. Elle permet de recueillir des
informations sur la vitesse a laquelle la substance d'essai est excrétée par I'organisme d'essai (27). Si un état
stationnaire n'a pas été atteint durant la phase d’absorption, il est préférable de déterminer les paramétres
cinétiques — constantes de vitesse d’absorption et d’élimination, facteur de bioaccumulation cinétique FBAk — en
s'appuyant sur I'ajustement simultané des résultats des phases d’absorption et d'élimination. La concentration de
la substance d’essai dans ou sur les vers est controlée pendant toute la durée des deux phases de lessai.

Durant la phase d’absorption, des mesures sont effectuées pendant des temps de prélevement pouvant durer
jusqua 14 jours (enchytrées) ou 21 jours (vers de terre) jusqua ce que I'état stationnaire soit atteint (11) (12)
(67). On identifie un état stationnaire lorsque le tracé de la concentration dans les vers en fonction du temps est
parallele a 'axe du temps, et lorsque trois analyses successives de la concentration réalisées sur des échantillons
prélevés a des intervalles d’au moins deux jours ne différent pas de plus de + 20 % l'une par rapport a l'autre sur
la base de comparaisons statistiques (par exemple, analyse de la variance, analyse de la régression).

La phase d'élimination consiste a transférer les organismes d’essai dans des récipients qui contiennent un
substrat identique, mais sans la substance d’essai. Durant la phase d’élimination, les mesures sont réalisées
pendant des durées pouvant aller jusqua 14 jours (enchytrées) ou 21 jours (vers de terre), a moins qu'une
détermination analytique antérieure n'ait mis en évidence une diminution de 90 % des résidus de substance
d’essai dans les vers. La concentration de la substance d'essai dans les vers a la fin de la phase d’élimination est
consignée comme résidus non éliminés. Le facteur de bioaccumulation a I'état stationnaire (steady state) (FBAss)
est calculé de préférence a la fois comme le rapport de la concentration dans les vers (C,) a celle dans le sol (Cy)
a un état stationnaire apparent, et comme un facteur de bioaccumulation cinétique (FBAK), c’est-a-dire comme
le rapport de la constante de vitesse d’absorption a partir du sol (k) a la constante de vitesse d’élimination (k)
(voir 'appendice 1 pour les définitions) en supposant une cinétique du premier ordre (voir I'appendice 2 pour
les calculs). Si la cinétique du premier ordre n'est manifestement pas applicable, il convient d’employer d’autres
modeles.

La constante de vitesse d’absorption, la constante de vitesse d'élimination (ou les constantes, si d’autres modéles
ont été utilisés), le facteur de bioaccumulation cinétique (FBAK), et lorsque cela est possible, les limites de
confiance de chacun de ces parametres, sont calculés a partir d’équations de modeles a 'aide de programmes
informatiques (voir l'appendice 2). La qualité de Tajustement d'un modele peut étre déterminée a partir du
coefficient de corrélation ou du coefficient de détermination (des coefficients proches de 1 indiquent une bonne
qualité d’ajustement) ou de la loi du chi-deux. De plus la grandeur de I'écart-type ou de l'intervalle de confiance
autour des paramétres estimés peut donner une bonne indication de la qualité de l'ajustement du modéle.

Pour réduire la variabilité des résultats pour les substances de lipophilie élevée, les facteurs de bioaccumulation
sont exprimés par rapport a la teneur en lipides et a la teneur en carbone organique [teneur en kg de carbone
organique (CO) du sol par teneur en kg de lipides des vers]. Cette approche s'appuie sur le fait que, pour
certaines classes chimiques, il existe une relation claire entre le potentiel de bioaccumulation et la lipophilie;
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cette relation a été clairement établie pour le poisson (47). Il existe une relation entre la teneur en lipides du
poisson et la bioaccumulation de ces substances. Pour les organismes benthiques, des corrélations similaires ont
été trouvées [voir notamment (30) (44)]. Cette corrélation a également été démontrée pour les oligochétes
terrestres (5) (6) (7) (14). Si on dispose de suffisamment de tissu de vers, il est possible de déterminer la teneur
en lipides des animaux d'essai sur le méme matériel biologique que celui utilisé pour déterminer la concen-
tration de la substance d'essai. Il est également possible de mesurer la teneur en lipides en utilisant des animaux
témoins.

VALIDITE DE L'ESSAI

Pour qu'un essai soit valable, les critéres suivants seront remplis tant concernant les animaux témoins que les
animaux traités:

— a lissue de l'essai, la mortalité totale au cours des phases d’absorption et d’élimination ne dépasse pas 10 %
(vers de terre) ou 20 % (enchytrées) du nombre total de vers introduits,

— avec Eisenia fetida et Eisenia andrei, la perte de poids moyenne mesurée a la fin des phases d’absorption et
d’élimination ne dépasse pas 20 % du poids frais initial au début de chaque phase.

DESCRIPTION DE LA METHODE
Espéces d’essai

Différentes espéces doligochétes terrestres sont recommandées pour les essais sur la bioaccumulation. Les
espéces les plus couramment employées, Eisenia fetida ou Eisenia andrei (vers de terre) ou encore Enchytraeus
albidus, Enchytraeus crypticus ou Enchytraeus luxuriosus (enchytrées), sont décrites a 'appendice 5.

Appareillage

Il convient d'éviter avec soin d'utiliser pour 'appareillage des matériaux susceptibles de dissoudre ou d’adsorber
la substance d’essai ou de laisser s'échapper des substances ayant un effet délétére sur les animaux d'essai. Il est
possible d'utiliser des récipients rectangulaires ou cylindriques standard, faits dans un matériau chimiquement
inerte et d'une capacité adaptée, conforme au taux de charge, c'est-a- dire au nombre de vers d'essai. De l'acier
inoxydable, du plastique ou du verre peut étre utilisé pour tout équipement entrant en contact avec le milieu
d’essai. Les récipients d’essai devront étre fermés de maniére appropriée, pour éviter que les vers ne s'échappent,
tout en assurant un apport d’air suffisant. Du verre silanisé peut s'avérer nécessaire pour des substances de
coefficient d’adsorption élevé comme les pyréthroides synthétiques. Dans ces cas de figure, I'équipement devra
étre jeté apres usage (49). Il conviendra d’éviter I'évaporation des substances radiomarquées et des substances
chimiques volatiles. On utilisera des pieges (par exemple des flacons de lavage des gaz) contenant un absorbant
permettant de capter d’éventuels résidus susceptibles de s'‘évaporer des récipients d’essai.

Sol

Il convient que le sol d'essai soit étre d’'une qualité permettant la survie et de préférence la reproduction des
organismes d'essai durant les périodes d’acclimatation et d’essai, sans quils ne présentent un aspect ou un
comportement anormal. Les vers devront pouvoir senfouir dans le sol.

1l est recommandé d'utiliser comme substrat lors des essais le sol artificiel décrit au chapitre C.8 de la présente
annexe (48). La préparation du sol artificiel en vue d’essais sur la bioaccumulation est décrite a 'appendice 4, ot
figurent également des recommandations relatives au stockage de ce sol artificiel. Tout sol artificiel séché a Tair
peut étre stocké a température ambiante jusqu'a son utilisation.

Toutefois, il est possible d'utiliser des sols naturels provenant de sites non pollués comme sol d'essai et/ou
d’élevage. Les sols naturels sont caractérisés au moins par leur origine (site de prélevement), leur pH, leur teneur
en carbone organique, leur distribution granulométrique (pourcentage de sable, de limon et dlargile), leur
capacité maximale de rétention d'eau (CREmax), et leur teneur en eau (3). La recherche de micropolluants
dans le sol ou dans ses constituants, préalablement & son utilisation, devrait fournir des informations utiles. En
cas dutilisation d’un sol naturel prélevé sur des terres agricoles, il convient que ce dernier n‘ait pas été traité
avec des produits phytopharmaceutiques ou n'ait pas fait 'objet d'un épandage de fumier d’animaux traités
pendant au moins un an avant 'échantillonnage, ou d'un épandage d’engrais organiques pendant au moins six
mois avant I'échantillonnage (50). Les procédures de manipulation des sols naturels avant utilisation dans le
cadre d'essais écotoxicologiques sur des oligochétes en laboratoire sont décrites dans le document de TASTM (3).
La durée de stockage des sols naturels au laboratoire est aussi courte que possible.

Application de la substance d’essai

La substance d'essai est incorporée dans le sol. Il convient de prendre en compte les propriétés physico-
chimiques de cette substance. Une substance d’essai soluble dans l'eau est entiérement dissoute dans I'eau
avant d’étre mélangée au sol. La procédure de chargement recommandée pour les substances d'essai peu
solubles dans l'eau consiste a enrober un ou plusieurs des constituants du sol (artificiel) avec la substance
d’essai. Par exemple, le sable de quartz, ou une portion de celui-ci, peut étre trempé dans une solution de la
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d’essai dans un solvant organique adapté, lequel est ensuite lentement évaporé jusqu'a dessiccation. La fraction
enrobée peut ensuite étre mélangée avec le sol mouillé. Cette procédure a pour principal avantage de n'in-
troduire aucun solvant dans le sol. En cas d'utilisation d’'un sol naturel, la substance d’essai peut étre ajoutée soit
par chargement d'une portion du sol séchée a l'air comme décrit précédemment pour le sol artificiel, soit par
mélange avec le sol mouillé, puis évaporation si un agent de solubilisation est utilisé. En régle générale, il
conviendra d’éviter autant que possible tout contact du sol mouillé avec les solvants. Les éléments suivants sont
a prendre en considération (3):

— si un solvant autre que l'eau est utilisé, il convient qu’il soit miscible a I'eau et/ou puisse étre éliminé (par
évaporation notamment) pour ne laisser que la substance chimique dessai sur le sol,

— si un témoin solvant est utilisé, aucun témoin négatif n’est nécessaire. Le témoin solvant présentera la plus
forte concentration de solvant ajouté au sol et le solvant en question sera issu du méme lot que celui utilisé
pour la solution mere. La toxicité et la volatilité du solvant ainsi que la solubilité de la substance d’essai dans
le solvant sélectionné constituent les principaux critéres de choix pour I'agent de solubilisation.

Pour les substances peu solubles dans I'eau et les solvants organiques, 2,0 a 2,5 g de sable quartzique finement
broyé par récipient d'essai peuvent étre mélangés, au moyen d'un mortier et d'un pilon par exemple, a la
quantité nécessaire de la substance d’essai pour obtenir la concentration expérimentale voulue. Ce mélange de
sable quartzique et de la substance d’essai est ajouté au sol préhumidifié, auquel il est mélangé completement
aprés l'ajout de la quantité nécessaire d’eau désionisée pour atteindre 'humidité requise. Le mélange final est
réparti entre les récipients d'essai. On répéte la procédure pour chaque concentration expérimentale et on
prépare un témoin approprié de 2,0 a 2,5 g de sable quartzique finement broyé par récipient d’essai.

La concentration de la substance d'essai dans le sol est déterminée apres chargement. La répartition homogéne
de la substance d’essai dans le sol est controlée avant l'introduction des organismes d'essai. La méthode de
chargement choisie et les raisons de ce choix sont notées (24).

Idéalement, il convient d’établir un équilibre entre le sol et I'eau interstitielle avant l'ajout des organismes; une
période de quatre jours a 20 °C est recommandée. Pour un grand nombre de substances chimiques organiques
faiblement solubles dans l'eau, le laps de temps nécessaire pour qu'un véritable équilibre soit atteint entre les
parties adsorbées et dissoutes peut s'étendre sur plusieurs jours ou plusieurs mois. Selon I'objectif de I'étude, par
exemple lorsquil s'agit de simuler des conditions environnementales, il peut étre nécessaire de “vieillir” plus
longtemps le sol chargé [trois semaines a 20 °C pour les métaux notamment (22)].

L2 . .
Elevage des animaux d’essai

Il est préférable de conserver les vers en élevage de laboratoire permanent. Des conseils sur les méthodes
d’élevage en laboratoire concernant Eisenia fetida et Eisenia andrei, et les especes enchytrées figurent a 'appendice
5 [voir aussi (48), (51) et (52)].

Il convient que les vers utilisés dans les essais ne présentent pas de maladies, anomalies ou parasites observables.

DEROULEMENT DE L'ESSAI

Les organismes d’essai sont exposés a la substance d’essai durant la phase d’absorption. La phase d’absorption
dure 14 jours (enchytrées) ou 21 jours (vers de terre) sauf s'il est prouvé que I'état stationnaire a été atteint.

Pour la phase d'élimination, les vers sont transférés sur un sol dépourvu de la substance d’essai. Le premier
échantillon est prélevé de 4 a 24 h apres le début de la phase d'élimination. L'appendice 3 donne des exemples
de programme d'échantillonnage pour une phase d'absorption de 21 jours et une phase d’élimination de 21
jours.

Organismes d’essai

Chez de nombreuses espéces d'oligochetes terrestres, le poids individuel est tres faible (5 a 10 mg de poids
humide par individu pour Enchytraeus albidus et moins pour Enchytraeus crypticus ou Enchytraeus luxuriosus); la
pesée et l'analyse chimique peuvent nécessiter de réunir les vers des récipients de réplicats (tous les vers d'un
récipient de réplicat sont utilisés afin d’obtenir un seul résultat pour les tissus analysés). Vingt enchytrées sont
ajoutés a chaque réplicat, et au moins trois réplicats sont utilisés. Si la limite de détection analytique de la
substance d'essai est élevée, il peut étre nécessaire d'utiliser un plus grand nombre de vers. Pour les especes
d’essai de poids individuel supérieur (Eisenia fetida et Eisenia andrei), il est possible de recourir a des récipients de
réplicats contenant un seul individu.

1l convient que les vers de terre utilisés lors d’'un essai soient de poids similaire (Eisenia fetida et Eisenia andrei ont
par exemple un poids individuel de 250 a 600 mg). Les enchytrées (Enchytraeus albidus notamment) mesurent
environ 1 cm de long. Tous les vers utilisés pour un méme essai proviennent de la méme source et sont adultes
(avec un clitellum) (appendice 5). Le poids et I'age d’'un animal pouvant influer sur les valeurs de FBA (par
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exemple, du fait d'une teneur en lipides variable et/ou de la présence d'ceufs), ces parametres sont consignés
avec précision, et pris en compte dans linterprétation des résultats. De plus, des cocons sont susceptibles
d’apparaitre pendant la période d’exposition, ce qui a également des répercussions sur les valeurs de FBA. 1l
est recommandé de peser un sous-échantillon des vers avant l'essai afin d’estimer les poids humides et secs
moyens.

Un rapport sol/vers élevé est utilisé afin de minimiser la baisse de la concentration de la substance d'essai dans
le sol durant la phase d’absorption. Il est recommandé que ce rapport s’éléve au minimum, pour Eisenia fetida et
Eisenia andrei, a 50 g de poids sec de sol par ver et, pour les enchytrées, a 10-20 g de poids sec de sol par
récipient d’essai. La couche de sol contenu dans les récipients a une épaisseur de 2 a 3 cm (enchytrées) ou de 4
a 5cm (vers de terre).

Les vers utilisés lors d’un essai sont extraits du milieu d’élevage (les enchytrées par exemple a l'aide de pinces de
joaillier). Les animaux adultes sont transférés pour acclimatation sur un sol d’essai non traité, puis nourris (voir
le paragraphe 36). Si les conditions d'essai different des conditions d’élevage, une phase d’acclimatation de 24 a
72 h devrait suffire a 'adaptation des vers aux conditions d’essai. Une fois acclimatés, les vers de terre sont
transférés dans des récipients en verre (des boites de Petri par exemple) contenant une eau propre pour y étre
rincés, puis ils sont pesés avant d'étre déposés sur le sol d’essai. Avant la pesée, tout exces d’'eau est enlevé en
tapotant délicatement les vers contre le bord du récipient ou en les séchant précautionneusement a l'aide d'une
serviette en papier 1égérement humidifiée.

Le comportement d’enfouissement des organismes d’essai est observé et consigné. Dans les essais menés avec
des vers de terre, les animaux (témoins et traités) s'enfouissent dans le sol normalement en quelques heures; ceci
est vérifié 24 h maximum apres l'ajout des vers dans le récipient d’essai. Si ce n'est pas le cas (par exemple, plus
de 10 % ne s'enfouissent pas pendant plus de la moitié de la phase d’absorption), soit les conditions d’essai ne
sont pas appropriées, soit les organismes d’essai ne sont pas en bonne santé. Il conviendra alors d’arréter l'essai
et de le répéter. Les enchytrées vivant essentiellement dans les pores interstitiels du sol, il arrive souvent que leur
tégument soit seulement partiellement en contact avec le substrat environnant. On suppose que l'exposition des
enchytrées enfouis et non enfouis est équivalente, et le non-enfouissement des enchytrées n'exige pas néces-
sairement de répéter I'essai.

Alimentation

L'alimentation des organismes d'essai est envisagée si le sol utilisé présente une faible teneur en carbone
organique total. Avec un sol artificiel, il est recommandé d’alimenter les vers suivant une fréquence hebdoma-
daire (une fois par semaine) a raison de 7 mg de fumier séché par gramme de masse seche du sol pour les vers
de terre, et de 2 a 2,5 mg de flocons d’avoine moulus par gramme de masse séche du sol pour les enchytrées
(11). La premicére ration est mélangée au sol immédiatement avant I'ajout des organismes d’essai. Il convient
d’employer, de préférence, le méme type d'alimentation que pour I'élevage (appendice 5).

Régime d’éclairage et température

Les essais sont menés suivant un cycle controlé de 16/8 heures de lumiere/obscurité, avec une intensité
lumineuse comprise de préférence entre 400 et 800 Ix au niveau des récipients d’essai (3). La température
est maintenue a 20 * 2 °C tout au long de l'essai.

Concentrations d’essai

Une seule concentration est utilisée. Les cas ol une ou plusieurs concentrations seraient requises font I'objet
d'une justification. Si la toxicité (CE,) de la substance d’essai est voisine de la limite de détection analytique, on
recommande l'utilisation d’une substance d'essai radiomarquée, de radioactivité spécifique élevée. Pour les
métaux, la concentration devra étre supérieure a la concentration de fond dans les tissus et le sol.

Réplicats

Concernant les mesures de cinétique (phase d’absorption et d'élimination), le nombre minimum de récipients de
réplicats traités devra étre de trois par point d’échantillonnage. Le nombre total de réplicats préparés suffira a
couvrir tous les temps de prélevement prévus au cours des phases d’absorption et d’élimination.

Pour les observations et les mesures biologiques (rapport poids sec/poids humide, teneur en lipides) et pour
l'analyse des concentrations de fond dans les vers et le sol, au moins 12 récipients de réplicats d’un témoin
négatif (quatre échantillons prélevés au démarrage, quatre a la fin de la phase d’absorption et quatre a la fin de
la phase d’élimination) sont fournis, si aucun solvant autre que l'eau n’a été utilisé. Si un agent de solubilisation
est utilisé pour I'application de la substance d’essai, il convient de prévoir, en plus des réplicats traités, des
témoins solvant (quatre récipients de réplicats devront faire l'objet d’un prélevement au démarrage, quatre a la
fin de la phase d'absorption et quatre a la fin de la phase d’élimination) contenant tous les constituants, a
l'exception de la substance d’essai. Dans ce cas, quatre récipients supplémentaires de réplicats d’'un témoin
négatif (sans solvant) pourront également étre fournis pour procéder & un nouvel échantillonnage a la fin de la
phase d’absorption. Ces réplicats pourront étre comparés biologiquement avec le témoin solvant afin d’obtenir
des informations sur une éventuelle influence du solvant sur les organismes d'essai. Il est recommandé de
prévoir un nombre suffisant de récipients supplémentaires de réplicats de réserve (huit, par exemple) pour les
vers traités et les vers témoins.



19.3.2014

Journal officiel de 'Union européenne

L 81/237

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

Fréquence des mesures de la qualité du sol

Le pH et le taux d’humidité du sol sont mesurés au début et a la fin des phases d’absorption et d’élimination. La
température de la chambre d’essai est relevée en continu. Il convient de controler 'humidité du sol une fois par
semaine en pesant les récipients d’essai et en comparant leur poids au moment des controles avec leur poids en
début d'essai. Les pertes d’humidité sont compensées par I'ajout d’eau désionisée.

Echantillonnage et analyse des vers et du sol

L'appendice 3 donne un exemple de programme d'échantillonnage pour les phases d’absorption et d’élimination
des essais de bioaccumulation sur les vers de terre et les enchytrées.

Un échantillon du sol est prélevé dans les récipients d'essai pour déterminer la concentration de la substance
d’essai avant lintroduction des vers, puis durant les phases d’absorption et d’élimination. Pendant l'essai, les
concentrations de la substance d’essai sont déterminées dans les vers et dans le sol. En regle générale, on mesure
les concentrations totales dans le sol. On peut également mesurer les concentrations dans l'eau interstitielle;
dans ce cas, il convient de justifier ce choix et de décrire les méthodes appropriées prévues avant le début de
I'étude, puis de consigner ces informations dans le rapport.

Les vers et le sol sont échantillonnés au moins a six reprises durant les phases d’absorption et d’élimination. Si
la stabilité d’'une substance d'essai est démontrée, le nombre d’analyses du sol peut étre réduit. 1l est recom-
mandé d’analyser au moins trois réplicats au début et a la fin de la phase d’absorption. Si la concentration
mesurée dans le sol a la fin de la phase d’absorption s’écarte de la concentration initiale de plus de 30 %, les
échantillons de sol prélevés a d’autres dates sont également analysés.

Enlever du sol les vers d’'un réplicat donné a chaque temps de prélevement (par exemple, apres avoir étalé le sol
du réplicat sur un plateau peu profond et prélevé les vers a I'aide d’'une pince de joaillier), les rincer rapidement
a l'eau dans un récipient peu profond en verre ou en acier. Enlever I'eau en excés (voir le paragraphe 34).
Transférer délicatement les vers dans un récipient préalablement taré, et les peser immédiatement, en incluant le
contenu de Iintestin.

Les vers de terre (Eisenia sp.) doivent pouvoir purger leur intestin pendant la nuit, par exemple sur un papier
filtre humide dans une boite de Petri fermée (voir paragraphe 34). Aprés la purge, il convient de déterminer le
poids des vers afin d'évaluer la perte éventuelle de biomasse pendant l'essai (voir les critéres de validité au
paragraphe 17). La pesée et l'analyse des tissus des enchytrées sont effectuées sans purge, ceci étant technique-
ment difficile en raison de la petite taille de ces vers. Une fois le poids final déterminé, les vers sont tués
immédiatement, en utilisant la méthode la plus appropriée (par exemple avec de l'azote liquide, ou en congelant
les vers a une température inférieure a - 18 °C).

Durant la phase d’élimination, les vers remplacent le contenu contaminé de leur intestin par des éléments du sol
propre. Autrement dit, les mesures réalisées sur un échantillon de vers qui ne se sont pas purgés (les enchytrées
en l'occurrence) immédiatement avant la phase d’élimination incluent le sol contaminé présent dans I'intestin.
S'agissant des oligochetes aquatiques, on suppose quaprés les 4 a 24 h initiales de la phase d’élimination,
l'essentiel du contenu intestinal contaminé a été remplacé par du sédiment propre [voir notamment (46)]. Des
observations similaires ont été rapportées pour les vers de terre lors d’études sur l'accumulation de cadmium et
de zinc radiomarqués (78). Chez les enchytrées ne s’étant pas purgés, la concentration de ce premier échantillon
de la phase d’élimination peut étre considérée comme la concentration dans les tissus apres la purge de
l'intestin. Pour tenir compte de la dilution de la concentration de la substance d’essai par du sol non contaminé
durant la phase d’élimination, il est possible d’estimer le poids du contenu de lintestin & partir des rapports
poids des vers humides/poids des cendres de vers ou poids des vers secs/poids des cendres de vers.

Il est préférable d’analyser les échantillons de sol et de vers immédiatement apres extraction (c’est-a-dire dans les
1 a 2 jours suivants) afin d’éviter des dégradations ou d'autres pertes, et il est recommandé de calculer les
vitesses approximatives d’absorption et d'élimination pendant le déroulement de l'essai. Si I'analyse est retardée,
les échantillons devront étre stockés suivant une méthode appropriée, par exemple, en procédant a leur
congélation (s - 18 °C).

1l conviendra de vérifier que la précision et la reproductibilité de 'analyse chimique, ainsi que la récupération de
la substance d’essai dans les échantillons de sol et de vers sont satisfaisantes pour la méthode donnée; Tefficacité
d’extraction, la limite de détection et la limite de quantification devront étre consignées. De méme, il faudra
sassurer que la substance d'essai n'est pas détectable dans les récipients témoins a des concentrations supé-
rieures a la concentration de fond. Si la concentration de la substance d’essai dans I'organisme d’essai C, est > 0
pour les vers témoins, il faudra linclure au calcul des paramétres cinétiques (appendice 2). Pendant toute la
durée de l'essai, tous les échantillons sont manipulés de fagon a réduire au minimum les contaminations et les

pertes (résultant, par exemple, de l'adsorption de la substance d'essai sur le dispositif d’échantillonnage).
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En cas dutilisation de substances d'essai radiomarquées, il est possible danalyser le produit parent et les
métabolites. Une quantification de la substance d’essai parente et des métabolites a I'état stationnaire ou a la
fin de la phase d’absorption fournit des informations importantes. Les échantillons sont alors nettoyés de fagon
a pouvoir quantifier séparément la substance d’essai parente. Si des métabolites simples excédent 10 % de la
radioactivité totale du ou des échantillons analysés, l'identification de ces métabolites est recommandée.

La récupération globale et la récupération de la substance d’essai dans les vers, le sol, et le cas échéant, dans les
piéges contenant des absorbants permettant de retenir la substance d’essai évaporée, sont consignées et rappor-
tées.

Le regroupement d'individus échantillonnés a partir d'un récipient d’essai donné est acceptable pour les enchy-
trées, plus petits que les vers de terre. Si ce regroupement implique de réduire le nombre de réplicats, cela
restreint les procédures statistiques pouvant sappliquer aux données. Si une procédure et une puissance
statistiques spécifiques sont requises, alors I'essai comprend un nombre adéquat de récipients de réplicats,
adapté aux quantités, a la procédure et a la puissance voulues.

1l est recommandé d’exprimer le FBA & la fois comme une fonction du poids sec total et, si nécessaire (2 savoir
pour des substances fortement hydrophobes), comme une fonction de la teneur en lipides. La teneur en lipides
est déterminée par des méthodes appropriées [certaines méthodes existantes, voir par exemple (31) ou (58), ont
besoin d'étre adaptées a cette fin]. Ces méthodes sappuient sur une technique d’extraction au chloroforme/
méthanol. Toutefois, afin d’éviter l'utilisation de solvants chlorés, il convient d’utiliser une version modifiée de la
méthode de Bligh et Dyer (9) qui est décrite dans (17). Comme les diverses méthodes ne conduisent pas
forcément a des valeurs identiques, il est important de détailler la méthode employée. Lorsque cela est possible,
cest-a-dire si on dispose de suffisamment de tissu de vers, la teneur en lipides est, idéalement, analysée a partir
du méme échantillon ou extrait que la substance d'essai, 'extrait devant souvent étre débarrassé de ses lipides
avant d’étre analysé par chromatographie (49). Une autre possibilité consiste & mesurer la teneur en lipides sur
des animaux témoins et a utiliser la valeur obtenue pour normaliser les valeurs de FBA. Cette derniére approche
réduit la contamination de I'équipement par la substance d’essai.

RESULTATS ET RAPPORT
Traitement des résultats

On obtient la courbe d’absorption de la substance d’essai en portant la concentration de la substance d’essai
dans/sur les vers durant la phase d’absorption en fonction du temps, en échelle arithmétique. Lorsque la courbe
atteint un plateau ou état stationnaire (voir les définitions a I'appendice 1), le facteur de bioaccumulation a I'état
stationnaire (FBAss) est calculé a l'aide de la formule suivante:

. a I'état stationnaire ou a la fin de la phase d’absorption (moyenne)

al
s & I'état stationnaire ou a la fin de la phase d’absorption (moyenne)

C
C
C, représente la concentration de la substance d'essai dans l'organisme d’essai, et

C, la concentration de la substance d'essai dans le sol.

Si la courbe n'atteint pas de plateau, le FBAy, fondé sur les constantes de vitesse, devra étre déterminé a la place
du BAFss comme suit:

— déterminer le facteur d’accumulation (FBAy) comme le rapport ky/k,,

— les vitesses d’absorption et d’élimination sont calculées de préférence simultanément (voir I'équation 11 a
l'appendice 2),

— La constante de vitesse d’élimination (k.) est généralement déterminée a partir de la courbe d'élimination
(c’est-a-dire du tracé de la concentration de la substance d'essai dans les vers durant la phase d’élimination).
La constante de vitesse d’absorption k; est ensuite calculée en fonction de k. et d'une valeur de C, qui est
dérivée de la courbe d’absorption — voir la description de ces méthodes a I'appendice 2. La méthode préférée
pour l'obtention du FBAK et des constantes de vitesse, kq et k., consiste a utiliser des méthodes informatisées
non linéaires d'estimation des parametres. Si la courbe délimination n'obéit manifestement pas a une
cinétique du premier ordre, des modeles plus complexes devront alors étre utilisés.

Rapport d’essai

Le rapport d'essai comporte les informations suivantes:
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Substance d'essai:

toute information disponible sur la toxicité aigué ou a long terme (par exemple CE,, CL,, CSEO) de la
substance d’essai vis-a-vis des oligochétes fouisseurs,

pureté, état physique et propriétés physico-chimiques, par exemple log K, solubilité dans l'eau,

données d'identification de la substance; provenance de la substance d’essai, identité et concentration des
solvants éventuellement utilisés,

en cas d'utilisation d’'une substance d’essai radiomarquée, position précise des atomes marqués, radioactivité
spécifique et pureté radiochimique.

Especes dessai:

nom scientifique, souche, source, traitement préalable éventuel, acclimatation, age, taille, etc.

Conditions d'essai:

procédure d'essai utilisée,

type et caractéristiques de I'éclairage utilisé et photopériode(s),

protocole d’essai (par exemple, nombre et dimension des récipients d’essai, masse du sol et épaisseur de la
couche de sol, nombre de réplicats, nombre de vers par réplicat, nombre de concentrations d’essai, durée des
phases d’absorption et d'élimination, fréquence d'échantillonnage),

justification du matériau choisi pour les récipients d’essai,

méthode de préparation et d’application de la substance d’essai, ainsi que raisons du choix de la méthode,

concentrations d’essai nominales, moyennes et écarts-types des valeurs mesurées dans les récipients d’essai,
et méthode d’obtention de ces valeurs,

source des constituants du sol artificiel ou — si un milieu naturel est utilisé — origine du sol, description d’un
éventuel traitement préalable, résultats des controles (survie, augmentation de la biomasse, reproduction),
caractéristiques du sol [pH, teneur totale en carbone organique, distribution granulométrique (pourcentage
de sable, de limon et d’argile), capacité maximale de rétention d’eau (CRE teneur en eau au début et a la
fin de l'essai, et toutes autres mesures réalisées],

max) 4

informations détaillées sur le traitement des échantillons de sol et de vers, y compris les détails concernant
la préparation, le stockage, les procédures de chargement en substance d’essai, 'extraction et les procédures
analytiques (et leur précision) pour la substance d'essai dans les vers et le sol, la teneur en lipides (si
mesurée), et les méthodes de récupération de la substance d’essai.

Résultats:

mortalité des vers témoins et des vers dans chaque récipient d'essai et éventuel comportement anormal
observé (par exemple, évitement du sol, absence de reproduction lors d'un essai de bioaccumulation chez les
enchytrées),

rapport poids sec/poids humide du sol et des organismes dessai (utiles pour la normalisation),

poids humides des vers a chaque temps de prélevement; pour les vers de terre, poids humides au début de
l'essai, et a chaque temps de prélevement avant et apres la purge de lintestin,

teneur en lipides des organismes d’essai (si déterminée),
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— courbes montrant les constantes cinétiques d’absorption et d'élimination de la substance d'essai chez les vers,
et la durée pour atteindre I'état stationnaire,

— C, et C (avec écart-type et fourchette, si nécessaire) pour tous les temps de prélevement (C, exprimé en
gkg! de poids humide et sec du corps entier, C; exprimé en gkg? du poids humide et sec). Si un facteur
d’accumulation biote-sol (BSAF) est nécessaire (par exemple, pour une comparaison des résultats entre deux
essais ou plus réalisés avec des animaux de teneurs en lipides différentes), C, est en plus étre exprimé en
gkg! de teneur en lipides de l'organisme et Cg est exprimé en g.kg! de carbone organique (CO) du sol,

— FBA (exprimé en kg de sol kg™ de ver), constante de vitesse d'absorption du sol k, (exprimée en g de sol kg”
1 de vers j1), et constante de vitesse d’élimination k, (exprimée en j!); éventuellement, BSAF (exprimé en kg
de CO du sol kg! de teneur en lipides des vers),

— le cas échéant: pourcentages de substance parente, de métabolites et de résidus liés (c’est-a-dire le pourcen-
tage de substance d’essai ne pouvant étre extraite par les méthodes d’extraction courantes) détectés dans le
sol et les animaux d’essai,

— méthodes utilisées pour les analyses statistiques des données.
Evaluation des résultats:
— conformité des résultats avec les criteres de validité tels qu'énoncés au paragraphe 17,

— résultats inattendus ou inhabituels, par exemple élimination incomplete de la substance d’essai des animaux
d’essai.
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Appendice 1

DEFINITIONS

La bioaccumulation est I'augmentation de concentration de la substance d’essai dans ou sur un organisme, par rapport a
la concentration de la substance d’essai dans le milieu environnant. La bioaccumulation est le résultat combiné des
processus de bioconcentration et de bioamplification (voir ci-dessous).

La bioconcentration est 'augmentation de concentration de la substance d'essai dans ou sur un organisme, résultant de
l'absorption de la substance exclusivement depuis le milieu environnant (a savoir via la surface du corps et le sol ingéré),
par rapport a la concentration de la substance d’essai dans le milieu environnant.

La bioamplification est l'augmentation de concentration de la substance d’essai dans ou sur un organisme, résultant
principalement de l'absorption d’aliments ou de proies contaminés, par rapport a la concentration de la substance d’essai
dans l'alimentation ou la proie. La bioamplification peut conduire a un transfert ou a une accumulation de la substance
d’essai dans les réseaux trophiques.

L’élimination d'une substance est la perte de cette substance par les tissus de I'organisme d’essai selon des processus actifs
ou passifs survenant indépendamment de la présence ou de I'absence de la substance d’essai dans le milieu environnant.

Le facteur de bioaccumulation (FBA) & n'importe quel instant de la phase d’absorption de I'essai de bioaccumulation, est
la concentration de la substance dessai dans ou sur l'organisme d’essai (C, en g.kg! de poids humide ou sec de ver)
divisée par la concentration de la substance dans le milieu environnant (C; en gkg™! de poids de sol humide ou sec). Le
FBA est exprimé en kg de sol kg de ver.

Le facteur de bioaccumulation a I'état stationnaire (FBAss), qui est le FBA a l'état stationnaire, ne varie pas de facon
significative pendant une longue période, la concentration de la substance d’essai dans le milieu environnant (C; en g kg™!
de poids de sol sec) étant constante pendant cette période.

Les facteurs de bioaccumulation calculés directement & partir du rapport de la constante de vitesse d’absorption du sol
divisée par la constante de vitesse d’élimination (k, et k., voir ci-dessous), sont appelés facteurs de bioaccumulation

cinétiques (FBAg).

Le facteur d’accumulation biote-sol (BSAF) est la concentration de la substance d'essai normalisée par rapport aux
lipides dans/sur 'organisme d’essai, divisée par la concentration de la substance d’essai normalisée par rapport au carbone
organique, dans le sol a I'état stationnaire. C, est alors exprimée en gkg! de teneur en lipides de l'organisme, et C, en
gkg! de teneur en carbone organique du sol; le BSAF est exprimé en kg de CO.kg! de lipides.

)

Un plateau ou état stationnaire est défini comme l'équilibre entre les processus d’absorption et d’élimination survenant
simultanément durant la phase d’exposition. L'état stationnaire est atteint, dans le tracé du FBA en fonction du temps,
lorsque la courbe devient paralléle a 'axe des temps et que trois analyses successives de FBA réalisées sur des échantillons
pris a intervalles d'au moins deux jours ne différent pas de plus de 20 % les uns des autres et qu'il n’y a pas de différence
statistique significative entre les trois périodes d’échantillonnage. Pour les substances d’essai absorbées lentement, des
intervalles plus appropriés seraient de sept jours (49).

Le coefficient de partage carbone organique-eau (K ) est le rapport de la concentration d'une substance dans/sur la
fraction de carbone organique d’un sol et de la concentration de substance dans I'eau a I'équilibre.

Le coefficient de partage octanol-eau (K,) est le rapport des solubilités de la substance dans le n-octanol et dans I'eau
a I'équilibre; il est parfois exprimé par P, Le logarithme de K, (log K,,,) est utilisé comme indicateur du potentiel de
bioaccumulation de la substance par les organismes aquatiques.

La phase d’absorption ou d’exposition est la durée pendant laquelle les organismes d’essai sont exposés a la substance
d’essai.

La constante de vitesse d’absorption du sol (k) est la valeur numérique définissant la vitesse d’augmentation de la
concentration de la substance d’essai dans[sur I'organisme d'essai résultant de I'absorption de la phase du sol. kg est
exprimé en g de sol kg de ver jL.

La phase d’élimination est la durée, suite au transfert des organismes d’essai depuis un milieu contaminé dans un milieu
dépourvu de la substance d'essai, durant laquelle est étudiée I'élimination (ou la perte nette) de la substance par les
organismes d’essai.

La constante de vitesse d’élimination (k) est la valeur numérique définissant la vitesse de réduction de la concentration
de la substance d’essai dans/sur I'organisme d'essai, suite au transfert des organismes d’essai depuis un milieu contenant
I'élément d’essai vers un milieu dépourvu de cette substance. k, est exprimé en jl.

Une substance d’essai est toute substance ou tout mélange soumis a un essai réalisé suivant la présente méthode d’essai.
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Appendice 2

Calcul des paramétres d’absorption et d’élimination

Le principal effet observé d'un essai de bioaccumulation est le facteur de bioaccumulation, FBA. 1l est possible de calculer
le FBA en divisant la concentration dans 'organisme d’essai, C,, par la concentration dans le sol, C, a I'état stationnaire. Si
I'état stationnaire n'est pas atteint durant la phase d’absorption, le FBAy est calculé a partir des constantes de vitesse et
non du FBAss. Il convient d'indiquer si le FBA est basé, ou non, sur des concentrations a I'état stationnaire.

La procédure habituelle pour obtenir le facteur de bioaccumulation cinétique (FBAy), la constante de vitesse d’absorption
du sol (k) et la constante de vitesse d’élimination (k.) consiste a faire a appel a des méthodes informatisées non linéaires
d’estimation des paramétres, par exemple a partir des modeles décrits dans (68). D’aprés un ensemble de valeurs séquen-
tielles de la concentration en fonction du temps et les équations de modéles:

k
C, = ki x Cy(1 — e¥el) 0<t<t [équation 1]
€
ou
ks —k ,(t—tc) —k .t 9 i
C, = o x Cs(e e —ekeY) t>t. [équation 2]
€
ot
C, = concentration de la substance dans les vers [gkg™! de poids humide ou sec]

~
1}

. = constante de vitesse d’absorption dans les tissus [g de sol kg™t de ver j - 1]

C, = concentration de la substance dans le sol [gkg! de poids humide ou sec]

=
1]

. = constante de vitesse d’élimination [j - 1]

t. = temps a la fin de la phase d’absorption,

ces programmes informatiques calculent les valeurs de FBAg, k et k..

Lorsque la concentration de fond dans les vers non exposés, par exemple au jour 0, differe sensiblement de zéro (cela
peut étre le cas pour les métaux notamment), cette concentration (C,p) est incluse dans ces équations comme suit:

k
C, =Cypo +k—s x Co(1 — et 0<t<t [équation 3]
et
_ kS -k (t—tc) —k .t . .
Co=Coo+ e Cs(e e —ce) t >t [équation 4]

Dans les cas ot 'on observe une forte baisse de la concentration de la substance d’essai dans le sol durant la phase
d’absorption, il est possible de recourir aux modeles suivants (par exemple, (67) et (79):

C, = Cole™™) [équation 5]

ol

C, = concentration de la substance dans le sol [g.kg! de poids humide ou sec]

S
ko = constante de vitesse de dégradation dans le sol [d™!]
C, = concentration initiale de la substance dans le sol [gkg™! de poids humide ou sec]

C, = S (ekot — ekel) 0<t<t, [équation 6]
ke — ko
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C, = L x e Kot _ okgte  ok(t=t0) t> [équation 7]
ke —ko
ott:
C, = concentration de la substance dans les vers [g.kg™! de poids humide ou sec]
k, = constante de vitesse d’absorption dans les tissus [g de sol kg! de vers j!]

ko = constante de vitesse de dégradation dans le sol [j - 1]

~
|

= constante de vitesse d’élimination [j - 1]
t. = temps a la fin de la phase d’absorption.

Lorsquon a atteint un état stationnaire durant la phase d'absorption (Cest-a-dire t = o), il est possible de réduire
I'équation 1

k.
C, = f % Cs(l _ e—ket) 0<t<t [équation 1]
€
a:
kg
C = k—e X Cg
ou a
C,JCs = k/k. = BAFg [équation 8]

Ensuite k/k, x C; donne une valeur approchée de la concentration de la substance d’essai dans le tissu du ver a I'état
stationnaire (C, ).

Le facteur d’accumulation biote-sol (BSAF) peut se calculer comme suit:

fOC z
BSAF = BAFy P [équation 9]
lip

olt f, est la fraction de carbone organique dans le sol, et fy, est la fraction de lipides dans le ver, toutes deux étant
déterminées, de préférence, sur des échantillons prélevés de l'essai, et basées respectivement soit sur le poids sec, soit sur le
poids humide.

Il est possible de modéliser les constantes cinétiques d’élimination en utilisant les données issues de la phase d’élimination
et en appliquant I'équation de modele suivante et une méthode informatisée non linéaire d’estimation des paramétres. Si le
tracé des données en fonction du temps indique une décroissance exponentielle constante de la concentration de la
substance d'essai dans les animaux, le déroulement temporel de I'élimination peut étre décrit par un modeéle a un
compartiment (équation 9).

Glt) = Cug X eXe! [équation 10]

Les processus d’élimination semblent parfois se dérouler en deux étapes, montrant une décroissance rapide de C, au cours
des premitres étapes, qui évolue vers une perte plus lente des éléments d'essai dans les étapes ultérieures de I'élimination
[par exemple (27), (68)]. Les deux étapes peuvent étre interprétées en faisant I'hypothese de I'existence de deux compar-
timents dans l'organisme, compartiments a partir desquels la substance d’essai est éliminée a différentes vitesses. Dans ces
cas particuliers, il convient d'étudier la littérature pertinente, par exemple (38), (39), (40), (78).

A Taide des équations de modeles ci-dessus, on peut également calculer les paramétres cinétiques (k et k,) en une seule
fois, en appliquant un modele de cinétique du premier ordre a toutes les données des phases d’absorption et d’élimination
simultanément. Pour une description d'une méthode pouvant permettre un tel calcul combiné des constantes de vitesse
d’absorption et d’élimination, consulter (41), (73) et (70).

K. K
C, = K—S “C(1—e®) x (m = 1)} + [k—s x Cy(e Kelmtd) — Kty 5 (m = 2) [équation 11]

Note: quand les paramétres d'absorption et d’élimination sont estimés simultanément a partir des données combinées
d’absorption et d’élimination, “m” tel que mentionné dans l'équation 11 est un descripteur qui permet au

P q q P qui p
programme informatique d’attribuer les sous-termes de I'équation aux ensembles de données de la phase corres-
pondante et de faire une évaluation correcte (m = 1 pour la phase d’absorption; m = 2 pour la phase d’élimination).

Quoi qu'il en soit, ces équations de modeles seront utilisées avec précaution, en particulier lorsque des modifications de la
biodisponibilité de la substance d'essai, ou (bio)dégradation, surviennent durant l'essai [voir notamment (79)].



L 81/248

Journal officiel de I'Union européenne

Appendice 3

EXEMPLES DE PROGRAMMES D'ECHANTILLONNAGE POUR DES ESSAIS DE BIOACCUMULATION DANS LE SOL

Essai sur des vers de terre

a) Phase d'absorption avec 8 dates d’échantillonnage pour le calcul des paramétres cinétiques

Jour Activité

-6 Conditionnement du sol préparé durant 48 h.

-4 Chargement d’une fraction du sol avec la solution de la substance d’essai; évaporation de tout
solvant; mélange des constituants du sol; répartition du sol dans les récipients d’essai; équili-
bration dans les conditions d’essai durant 4 jours (3 semaines pour les sols chargés en métaux).

-3a-1 Séparation des organismes d’essai du milieu d’élevage pour acclimatation; préparation et humi-
dification des constituants du sol.

0 Mesure de la température et du pH du sol; retrait d’échantillons de sol des récipients traités et des
témoins au solvant pour la détermination de la concentration de la substance d'essai; ajout d'une
ration alimentaire; pesée et distribution aléatoire des vers dans les récipients d’essai; conservation
d'un nombre suffisant de sous-échantillons de vers pour la détermination des valeurs de fond
analytiques, des poids humide et sec, ainsi que de la teneur en lipides; pesée de tous les récipients
d’essai pour le contrdle de Thumidité du sol; controle de l'alimentation en air, en cas de systéme
en circuit fermé.

1 Controle de l'alimentation en air, consignation du comportement des vers et de la température;
prélevement d’échantillons de sol et de vers pour la détermination de la concentration de la
substance d’essai.

2 Comme le 1° jour.

3 Controle de l'alimentation en air, du comportement des vers et de la température.

4 Comme le 1° jour.

5-6 Comme le 3¢ jour.

7 Comme le 1¢ jour; ajout d’une ration alimentaire; controle de Thumidité du sol en pesant de

nouveau les récipients d'essai et en compensant l'eau évaporée.
8-9 Comme le 3 jour.
10 Comme le 1° jour.
11 - 13 Comme le 3¢ jour.

14 Comme le 1 jour; ajout d'une ration alimentaire; controle de Thumidité du sol en pesant de

nouveau les récipients d'essai et en compensant 'eau évaporée.
15 - 16 Comme le 3° jour.
17 Comme le 1% jour.
18 — 20 Comme le 3¢ jour.
21 Comme le 1 jour; mesure de la température et du pH du sol; contrdle de I'humidité du sol en

pesant de nouveau les récipients d’essai; fin de la phase d'absorption; transfert des vers des
réplicats exposés restants vers des récipients contenant du sol propre pour la phase d’élimination
(sans purge de lintestin); échantillonnage du sol et des vers des témoins au solvant.

Les activités préalables a I'exposition (phase d'équilibration) sont programmeées en tenant compte
des propriétés de la substance d'essai.

Les activités décrites pour le 3 jour sont réalisées quotidiennement (au moins les jours ouvrés).
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b) Phase d’élimination

Jour Activité

-6 Préparation et humidification des constituants du sol; conditionnement du sol préparé durant
48 h.

-4 Mélange des constituants du sol; répartition du sol dans les récipients d’essai; incubation dans les

conditions d'essai durant 4 jours.

0 (fin de la phase

Mesure de la température et du pH du sol; pesée et distribution aléatoire des vers dans les

d’absorption) récipients d’essai; ajout d’'une ration alimentaire; transfert des vers des réplicats exposés restants
vers des récipients contenant du sol propre; prélévement d'échantillons de sol et de vers apres 4
a 6 h pour la détermination de la concentration de la substance d’essai.

1 Controle de l'alimentation en air, consignation du comportement des vers et de la température;
prélevement d’échantillons de sol et de vers pour la détermination de la concentration de la
substance d’essai.

2 Comme le 1 jour.

3 Controle de l'alimentation en air, du comportement des vers et de la température.

4 Comme le 1 jour.

5-6 Comme le 3 jour.

7 Comme le 1% jour; ajout d’une ration alimentaire; controle de I'humidité du sol en pesant de

nouveau les récipients d’essai et en compensant I'eau évaporée.
8-9 Comme le 3 jour.
10 Comme le 1 jour.
11 -13 Comme le 3 jour.

14 Comme le 1% jour; ajout d'une ration alimentaire; controle de T'humidité du sol en pesant de

nouveau les récipients d'essai et en compensant I'eau évaporée.
15 - 16 Comme le 3¢ jour.
17 Comme le 1 jour.
18 - 20 Comme le 3¢ jour.
21 Comme le 1¢ jour; mesure de la température et du pH du sol; contrdle de 'humidité du sol en

pesant de nouveau les récipients d'essai; échantillonnage du sol et des vers des témoins au
solvant.

La préparation du sol avant le début de la phase d’élimination intervient de la méme maniére
qu'avant la phase d’absorption.

Les activités décrites pour le 3¢ jour sont réalisées quotidiennement (au moins les jours ouvrés).

Essai sur des enchytrées

a) Phase d’absorption avec 8 dates d’échantillonnage pour le calcul des paramétres cinétiques

Jour Activité
-6 Conditionnement du sol préparé durant 48 h.
-4 Chargement d'une fraction du sol avec la solution de la substance d’essai; évaporation de tout

solvant; mélange des constituants du sol; répartition du sol dans les récipients d’essai; équili-
bration dans les conditions d’essai durant 4 jours (3 semaines pour les sols chargés en métaux).




L 81/250

Journal officiel de I'Union européenne

19.3.2014

Jour Activité
-3a-1 Séparation des organismes d’essai du milieu d’élevage pour acclimatation; préparation et humi-
dification des constituants du sol.

0 Mesure de la température et du pH du sol; retrait d’échantillons de sol des récipients traités et des
témoins au solvant pour la détermination de la concentration de la substance d'essai; ajout d'une
ration alimentaire dans le sol; pesée et distribution aléatoire des vers dans les récipients d'essai;
conservation de suffisamment de sous-échantillons de vers pour la détermination des valeurs de
fond analytiques, du poids sec et humide et de la teneur en lipides; pesée de tous les récipients
d’essai pour le contrdle de T'humidité du sol; controle de l'alimentation en air, en cas de systéme
en circuit fermé.

1 Controle de I'alimentation en air, consignation du comportement des vers et de la température;
prélevement d’échantillons de sol et de vers pour la détermination de la concentration de la
substance d’essai.

2 Comme le 1¢ jour.

3 Controle de l'alimentation en air, du comportement des vers et de la température.

4 Comme le 1° jour.

5-6 Comme le 3 jour.

7 Comme le 1° jour; ajout d'une ration alimentaire dans le sol; controle de 'humidité du sol en
pesant de nouveau les récipients d'essai et en compensant 'eau évaporée.

9 Comme le 1¢ jour.

10 Comme le 3 jour.

11 Comme le 1 jour.

12 - 13 Comme le 3¢ jour.
14 Comme le 1 jour; ajout d’une ration alimentaire dans le sol; mesure de la température et du pH

du sol; controle de Thumidité du sol en pesant de nouveau les récipients d’essai; fin de la phase
d’absorption; transfert des vers des réplicats exposés restants vers des récipients contenant du sol
propre pour la phase d'élimination (sans purge de l'intestin); échantillonnage du sol et des vers
des témoins au solvant.

Les activités préalables a I'exposition (phase d’équilibration) sont programmées en tenant compte
des propriétés de la substance d'essai.

Les activités décrites pour le 3¢ jour sont réalisées quotidiennement (au moins les jours ouvrés)
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Appendice 4

Sol artificiel - recommandations pour la préparation et le stockage

Les sols naturels provenant d'une source particuliére ne sont pas toujours disponibles tout au long de I'année, et des
organismes indigenes ainsi que la présence de micropolluants peuvent influer sur l'essai; il est donc recommandé d'utiliser
un substrat artificiel, le sol artificiel décrit au chapitre C.8 de la présente annexe, Toxicité pour les vers de terre (48).
Plusieurs especes d’essai peuvent survivre, se développer et se reproduire dans ce sol, et une normalisation maximum
doublée d'une comparabilité intra- et interlaboratoire des conditions d’essai et d'élevage est proposée.

Constituants du sol:

Tourbe: 10 % Tourbe de sphaigne, conformément a la ligne directrice 207 de 'OCDE (48).

Sable quartzique: 70 % Sable quartzique industriel (séché a l'air); taille des grains: plus de 50 % des
particules seront dans une fourchette comprise entre 50 et 200 pm, mais
toutes seront < 2 mm.

Argile kaolinique: 20 % Teneur en kaolinite > 30 %.

Carbonate de calcium: <1% CaCOj3, pulvérisé, chimiquement pur.

II est également possible de réduire la teneur en carbone organique du sol artificiel, notamment en abaissant la teneur en
tourbe a 4-5 % de sol sec et en augmentant la teneur en sable en conséquence. Cette réduction de la teneur en carbone
organique est susceptible de diminuer les possibilités d’adsorption de la substance d’essai sur le sol (carbone organique) et
d'augmenter la disponibilité de la substance d'essai pour les vers (74). 1l a été démontré que Enchytraeus albidus et Eisenia
fetida peuvent satisfaire aux critéres de validité concernant la reproduction lorsquils sont testés sur des sols naturels dont
la teneur en carbone organique est inférieure (2,7 %, par exemple) (33) et (61), et on a constaté expérimentalement qu'il
pouvait en aller de méme sur un sol artificiel renfermant 5 % de tourbe.

Préparation

Les constituants secs du sol sont soigneusement mélangés (par exemple, dans un grand mélangeur de laboratoire). Ce
mélange est réalisé environ une semaine avant le début de 'essai. Le mélange sec de constituants du sol est humidifié avec
de Teau désionisée au moins 48 h avant l'application de la substance d’essai de maniere a équilibrer/stabiliser I'acidité.
Pour déterminer le pH, on utilisera un mélange de sol et d'une solution de 1 M KCl suivant un rapport de 1/5. Si le pH ne
se trouve pas dans la plage requise (6,0 £ 0,5), soit on ajoute au sol une quantité suffisante de CaCO3, soit on prépare un
nouveau lot de sol.

La capacité maximale de rétention d’eau (CRE) du sol artificiel est déterminée conformément a la norme ISO 11268-2
(35). Au moins deux jours avant de démarrer l'essai, on humidifie le sol artificiel sec en ajoutant suffisamment d'eau
désionisée ou reconstituée pour obtenir approximativement la moitié de la teneur finale en eau. Cette teneur finale en eau
devrait représenter 40 % a 60 % de la CRE maximale. Au début de l'essai, on divise le sol préalablement humidifié en lots
d'un nombre égal a celui des concentrations d’essai et des témoins utilisés pour I'essai, et, en employant la solution de la
substance d’essai etfou en ajoutant de I'eau désionisée ou reconstituée, on ajuste le taux d’humidité pour qu’il se trouve
entre 40 et 60 % de la CRE,,. Le taux d’humidité est déterminé au début et a la fin de I'essai (@ 105 °C). 1l sera optimal
pour satisfaire les exigences des especes (le taux dhumidité peut aussi étre controlé comme suit: le sol légerement pressé
dans la main doit laisser apparaitre de petites gouttes d’eau entre les doigts).

Stockage

Les constituants secs du sol artificiel peuvent étre stockés a température ambiante jusqu'a leur utilisation. Le sol préparé,
préhumidifié peut étre stocké dans un endroit frais pendant maximum trois jours avant d’étre chargé; il convient de veiller
a minimiser I'évaporation de l'eau. Un sol chargé avec la substance d'essai sera utilisé immédiatement, sauf si des
informations spécifient qu'il est possible de stocker ce sol sans affecter la toxicité et la biodisponibilité de la substance
d’essai. Des échantillons de sol chargé peuvent alors étre stockés dans les conditions recommandées pour la substance
d’essai donnée jusqu'a l'analyse.
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Espéces d’oligochétes terrestres recommandées pour les essais de bioaccumulation dans le sol

Vers de terre

L'espece d'essai recommandée est Eisenia fetida (Savigny, 1826), qui appartient a la famille des Lumbricidae. Depuis 1972,
on la divise en deux sous-especes [Eisenia fetida et Eisenia andrei (10)]. Selon Jaenike (36), il s'agit 1a de deux espéces a part
entiere. Eisenia fetida est facilement reconnaissable a ses larges bandes jaunes entre les segments alors qu'Eisenia andrei
présente une couleur rouge foncé uniforme. Probablement originaires de la région de la mer Noire, elles sont aujourdhui
présentes partout dans le monde, surtout dans les habitats modifiés par les activités anthropiques comme les tas de
compost. Toutes deux se prétent a la réalisation d’essais écotoxicologiques et d’essais de bioaccumulation.

Eisenia fetida et Eisenia andrei sont disponibles dans le commerce, notamment comme appat pour la péche. Par rapport a
d’autres vers de terre de la méme famille, ces deux espéces ont un cycle de vie court et atteignent leur maturité en 2 a 3
mois (& température ambiante). Leur température optimale oscille entre 20 et 24 °C. Elles préférent les substrats relati-
vement humides, d'un pH presque neutre et a forte teneur en matiére organique. Ces especes étant largement utilisées
dans les essais écotoxicologiques normalisés depuis environ 25 ans, leur élevage est bien établi (48) (77).

Ces deux espéces peuvent étre élevées dans des déjections animales tres diverses. Le milieu d'élevage recommandé par
I'1SO (35) est un mélange 50/50 de crottin de cheval ou de bouse de vache et de tourbe. Le milieu aura un pH d’environ
6 a 7 (ajusté avec du carbonate de calcium), une faible conductivité ionique (une concentration de sels inférieure a 0,5 %
ou a 6 mSjcm) et ne sera pas trop contaminé par de I'ammoniac ou des urines animales. Il est également possible
d'utiliser de la terre de jardin, vendue dans le commerce, qui soit sans additifs, un sol artificiel tel que défini par TOCDE
(48), ou encore un mélange des deux, a parts égales (50/50). Le substrat sera humide, mais pas mouillé. Des boites
d’élevage d'une capacité de 10 a 50 litres conviennent.

Pour obtenir une population de vers homogene quant a I'dge et a la masse, il vaut mieux commencer I'élevage avec des
cocons. A cet effet, des vers adultes sont ajoutés a une boite d’élevage qui contient du substrat frais pour produire des
cocons. Lexpérience a montré qu'une densité démographique d’environ 100 vers adultes par kg de substrat (poids
humide) donne de bons taux de reproduction. Aprés 28 jours, les vers adultes sont retirés. Les vers de terre éclos
sont utilisés pour les essais une fois adultes, soit 2 mois plus tard au moins mais pas au-dela de 12 mois.

Les vers des espéces décrites précédemment peuvent étre considérés comme sains s'ils se déplacent dans le substrat, ne
tentent pas de s'en échapper et se reproduisent continuellement. Une extrémité postérieure qui bouge tres lentement ou
qui est jaune (s'agissant d’E. fetida) indique un épuisement du substrat. Il est alors recommandé d'utiliser du substrat frais
et/ou de réduire le nombre d’animaux par boite.

Références bibliographiques complémentaires
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Rundgren S. (1977). Seasonality of emergence in lumbricids in southern Sweden. Oikos 28: 49-55.
Satchell J.E. (1955). Some aspects of earthworm ecology. Soil Zoology (Kevan): 180-201.
Sims R.W. and Gerard B.M. (1985). A synopsis of the earthworms. Linnean Soc. London 31: 1-171.

Tomlin A.D. (1984). The earthworm bait market in North America. In: Earthworm Ecology - from Darwin to vermi-
culture. Satchell, J.E. (ed.), Chapman & Hall, London. 331-338 pp.

Enchytrées

L'espece d’essai recommandée est Enchytraeus albidus, Henle 1837 (ver blanc). Enchytraeus albidus est 'une des plus grosses
espéces (jusqua 15 mm) de la famille des annélides oligochétes (Enchytraeidae) et c'est la plus répandue dans le monde (8).
Enchytraeus albidus colonise des habitats marins, dulcicoles et terrestres, constitués la plupart du temps de matiére
organique en décomposition (algues, compost), et fréquente rarement les prairies (42). Le fait qu'il tolére une gamme
étendue de conditions écologiques et certaines variations morphologiques indiquent qu'il pourrait exister différentes races.

Enchytraeus albidus est disponible dans le commerce, plus particulierement sous forme de nourriture pour les poissons. 1l
convient de vérifier si 'élevage est contaminé par d’autres espéces, généralement plus petites (60). Dans laffirmative, tous
les vers sont lavés a l'eau dans une boite de Petri. De grands spécimens adultes d’Enchytraeus albidus sont ensuite
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sélectionnés (a 'aide d'un stéréomicroscope) pour commencer un nouvel élevage. Tous les autres vers sont éliminés. Le
cycle de vie de ces vers est court puisqu'ils arrivent a maturité entre 33 jours (2 18 °C) et 74 jours (a 12 °C). Seuls les vers
ayant été conservés en laboratoire pendant au moins 5 semaines (une génération) sans probleme devront étre utilisés pour
des essais.

D’autres espéces du genre Enchytraeus conviennent également, notamment Enchytraeus luxuriosus. L'univers de vie de cette
espeéce est le sol, comme récemment décrit dans (65). Si on utilise d’autres especes d’Enchytraeus, il faut les identifier
clairement et justifier ce choix dans le rapport.

L'espéce Enchytraeus crypticus (Westheide et Graefe, 1992) appartient au méme groupe qu’E. luxuriosus. Lexistence
dEnchytraeus crypticus dans la nature n'est pas certaine, cette espéce n'ayant été décrite que dans les élevages de lombrics
et les tas de compost (Rombke, 2003). Par conséquent, on ne connait pas ses besoins écologiques d’origine. Cependant,
des études récemment menées en laboratoire avec différents sols naturels ont confirmé la grande tolérance de cette espéce
vis-a-vis de propriétés du sol telles que le pH et la texture (Jansch et al., 2005). Ces dernicres années, cette espéce a
souvent été utilisée dans des études écotoxicologiques en raison de sa facilité d’élevage et de mise a l'essai (Kuperman et
al., 2003). Néanmoins, elle est petite (3-12 mm; 7 mm en moyenne) (Westheide et Miiller, 1996), ce qui la rend plus
difficile 2 manipuler qu'Enchytraeus albidus. Si on utilise cette espéce et non Enchytraeus albidus, les récipients d'essai peuvent
étre de plus petite taille, mais cela n’est pas nécessaire. En outre, il convient de considérer que cette espéce se reproduit
trés rapidement, son temps de génération étant inférieur a 20 jours a 20 * 2 °C (Achazi et al., 1999), voire encore plus
court & des températures supérieures.

Les Enchytraeidae de T'espéce Enchytraeus albidus (comme d'autres especes d’enchytrées) peuvent étre élevés dans de grandes
boites en plastique (par exemple: 30 x 60 x 10 cm ou 20 x 12 x 8 cm, ce qui convient a la culture de vers de petite
taille) remplies d'un mélange de sol artificiel et d'une terre de jardin, vendue dans le commerce, non contaminée et sans
additifs. L'emploi de compost, qui risque de contenir des substances toxiques, telles que des métaux lourds, est a éviter. La
faune est retirée du sol d’élevage avant usage par triple congélation. Un sol entierement artificiel est également envisagea-
ble, mais le taux de reproduction pourrait étre moindre par rapport a celui obtenu avec des substrats mixtes. Il convient
que le substrat présente un pH de 6,0 £ 0,5. Les vers sont conservés dans un incubateur a une température de 15 * 2 °C
sans lumiére. Dans tous les cas, il convient d’éviter une température supérieure a 23 °C. Ce sol artificiel/naturel sera
humide, mais pas mouillé. Légerement pressé dans la main, il laissera apparaitre de petites gouttes d’eau. Dans tous les cas,
on évite de créer des conditions anoxiques (si on utilise un couvercle, ce dernier devra comporter un nombre de trous
suffisamment élevé pour assurer un échange dair approprié). 11 convient d’aérer le sol d’élevage en le remuant délicate-
ment une fois par semaine.

Les vers sont nourris au moins une fois par semaine ad libitum avec des flocons d’avoine placés dans une cavité a la
surface du sol et recouverte de sol. Si de la nourriture reste de la fois précédente, il convient d’ajuster la ration alimentaire
a ajouter. Si la nourriture restante est infestée de champignons, elle est remplacée par une nouvelle ration de flocons
d’avoine. Pour favoriser la reproduction, les flocons d’avoine peuvent étre remplacés toutes les deux semaines par une
poudre protéique du commerce, enrichie en vitamines. Aprés trois mois, les animaux sont transférés vers un substrat
d’élevage fraichement préparé. Les flocons d’avoine, qui sont conservés dans des récipients hermétiquement fermés, sont
passés a l'autoclave ou chauffés avant 'emploi afin de prévenir toute infection par des acariens de stockage (Glycyphagus
sp., Astigmata, Acarina, par exemple) ou des acariens prédateurs [Hypoaspis (Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina, par
exemple]. Une fois désinfectée, la nourriture est moulue de fagon a pouvoir étre facilement parsemée a la surface du sol. 11
est également possible de nourrir les vers avec de la levure de boulanger ou de la nourriture pour poissons TetraMin®.

En régle générale, les conditions d'élevage sont satisfaisantes si les vers ne tentent pas de quitter le substrat, se déplacent
rapidement dans le sol, présentent une surface brillante sur laquelle les particules de sol n'adhérent pas, ont une couleur
plus ou moins blanchitre, et représentent diverses tranches d’age. On peut considérer que les vers sont sains s'ils se
reproduisent continuellement.
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