SERVICE PUBLIC FEDERAL SANTE PUBLIQUE, SECURITE DE LA CHAINE ALIMENTAIRE
ET ENVIRONNEMENT

17 MARS 2005. - Arrété roval modifiant I'arrété roval du 24 mai 1982 réglementant la mise sur
le marché de substances pouvant étre dangereuses pour I'homme ou son environnement

ALBERT II, Roi des Belges,

A tous, présents et a venir, Salut.

Vu laloi du 21 décembre 1998 relative aux normes de produits ayant pour but la promotion de modes
de production et de consommation durables et la protection de I'environnement et de la santé,
notamment l'article 5, § 1%, premier alinéa, 5°.

Vu la directive 2004/73/CE de la Commission du 29 avril 2004 portant vingt-neuviéme 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;

Vu l'arrété royal du 24 mai 1982 réglementant la mise sur le marché de substances pouvant étre
dangereuses pour I'homme ou son environnement, modifié par les arrétés royaux des 14 février 1985,
14 septembre 1989, 19 juillet 1994, 13 novembre 1997, 14 décembre 1998, 25 novembre 1999, 4
février 2000, 28 septembre 2000, 11 juillet 2001, 14 septembre 2001 et du 17 juillet 2002, dont
l'article 2, § 7,1°, e, alinéa 2, a été modifié par l'arrété ministériel du 5 septembre 2001 et dont I'annexe
VI a été rectifiée par l'arrété ministériel du 10 octobre 2000;

Vu l'association des Gouvernements de région a 1'élaboration du présent arrété;

Vu les notifications faites, au Conseil fédéral du Développement durable, au Conseil supérieur
d'Hygiéne, au Conseil de la Consommation et au Conseil central de I'Economie, le 18 octobre 2004;
Vu l'avis de I'Inspecteur des Finances, donné le 24 septembre 2004;

Vu l'avis 37 913/3 du Conseil d'Etat, donné le 4 janvier 2005 en application de l'article 84, § 1, alinéa
1%, 1°, des lois sur le Conseil d'Etat, coordonnées le 12 janvier 1973, remplacé par la loi du 4 aoiit
1996;

Sur la proposition de Notre Ministre de la Santé publique et de Notre Ministre de I'Environnement,
Nous avons arrété et arrétons :

Article 1. Les annexes de 'arrété royal du 24 mai 1982 réglementant la mise sur le marché de
substances pouvant étre dangereuses pour 'homme ou son environnement, sont modifiées comme suit

1° L'annexe V complétée par I'arrété royal du 14 septembre 1989 et modifiée par les arrétés royaux des
13 novembre 1997, 14 décembre 1998, 4 février 2000, 11 juillet 2001, 14 septembre 2001 et du 17
juillet 2002 est modifiée comme suit :

(a) le texte figurant a I'annexe [A du présent arrété est ajouté en tant que chapitre A.21;

(b) le chapitre B.1. bis est remplacé par le texte figurant a I'annexe IB du présent arrété;

(c) le chapitre B.1. ter. est remplacé par le texte figurant a 'annexe IC du présent arrété;

(d) le chapitre B.4. est remplacé par le texte figurant a I'annexe ID du présent arrété;

(e) le chapitre B.5. est remplacé par le texte figurant a I'annexe IE du présent arrété;

() le chapitre B.31. est remplacé par le texte figurant a I'annexe IF du présent arrété;

(g) le chapitre B.35. est remplacé par le texte figurant a I'annexe IG du présent arrété;

(h) le texte figurant a 'annexe IH du présent arrété est ajouté en tant que chapitres B.42 et B.43;

(1) le texte figurant a I'annexe I I du présent arrété est ajouté en tant que chapitres C.21 a C.24.

Art. 2. Notre Ministre qui a la Santé publique dans ses attributions et Notre Ministre qui a
I'Environnement dans ses attributions sont chargés, chacun en ce qui le concerne, de I'exécution du
présent arrété.

Donné a Bruxelles, le 17 mars 2005.

ALBERT

Par le Roi :

Le Ministre de la Santé publique,

R. DEMOTTE



Le Ministre de I'Environnement,
B. TOBBACK

Annexe 1A

« A.21. PROPRIETES COMBURANTES (LIQUIDES)

1. METHODE

1.1 INTRODUCTION

La présente méthode vise a déterminer l'aptitude d'un liquide a accroitre la vitesse de combustion ou
l'intensité de la combustion d'une substance combustible, ou de provoquer l'inflammation spontanée
d'une substance combustible avec laquelle il est mélangé de maniére homogéne. La méthode repose
sur 1'épreuve des Nations Unies pour les liquides comburants (1) et en est I'équivalent. Toutefois,
comme cette méthode A.21 est avant tout congue pour satisfaire aux exigences de l'arrété royal du 24
mai 1982, une seule substance de référence est nécessaire pour effectuer la comparaison. Il peut étre
nécessaire d'effectuer des tests et des comparaisons avec d'autres substances de référence lorsque les
résultats du test doivent étre utilisés a d'autres fins'.

Il n'est pas nécessaire d'effectuer ce test lorsque I'examen de la formule structurale établit
indubitablement que la substance est incapable de présenter une réaction exothermique avec un
combustible.

11 est utile de disposer d'informations préliminaires sur les éventuelles propriétés explosives de la
substance avant de pratiquer ce test.

Ce test ne s'applique pas aux solides, gaz, substances explosives ou hautement inflammables, ni aux
peroxydes organiques.

Il n'est pas nécessaire d'effectuer ce test lorsque I'on dispose déja, pour la substance concernée, des
résultats de I'épreuve des Nations Unies pour les liquides comburants (1).

1.2 DEFINITIONS ET UNITES

Le temps moyen de montée en pression est la moyenne des temps mesurés pour que le mélange testé
produise une ¢lévation de pression de 690 kPa a 2070 kPa au-dessus de la pression atmosphérique.
1.3 SUBSTANCE DE REFERENCE

La substance de référence est une solution aqueuse d'acide nitrique (qualité pour analyse) a 65 %
(poids/poids)?

Le cas échéant, si l'expérimentateur prévoit que les résultats de ce test seront peut-&tre utilisés a
d'autres fins,! il peut également étre indiqué de tester d'autres substances de référence’.

1.4 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

Le liquide a tester est mélangé avec de la cellulose fibreuse dans un rapport massique de 1 pour 1 et
placé dans une bombe. Si le mélange s'enflamme spontanément lors du mélange ou du remplissage, il
n'est pas nécessaire de poursuivre l'essai.

Si le mélange ne s'enflamme pas spontanément, il y licu d'effectuer I'essai complet. Le mélange est
chauffé dans la bombe et le temps moyen que met la pression pour s'élever de 690 kPa a 2070 kPa au-
dessus de la pression atmosphérique est déterminé. Ce résultat est comparé au temps moyen de montée
en pression pour le mélange 1 : 1 de la (des) substance(s) de référence et de cellulose.

1.5 CRITERES DE QUALITE

Dans une série de cinq essais sur une substance, aucun résultat ne devrait s'écarter de plus de 30 % de
la moyenne arithmétique. Les résultats qui différent de plus de 30 % de la moyenne devraient étre
rejetés, la procédure de mélange et de remplissage améliorée et les essais répétés.

1.6 DESCRIPTION DE LA METHODE

1.6.1 Préparation

1.6.1.1 Substance combustible

Comme matériau combustible on utilise de la cellulose fibreuse séchée ayant une longueur de fibre
comprise entre 50 et 250 pm pour un diamétre de 25 um®*. On la fait sécher en couche de moins de 25
mm d'épaisseur a 105 °C pendant 4 heures jusqu'a obtention d'un poids constant, puis on la maintient
dans un dessiccateur en présence de dessiccant jusqu'a refroidissement et utilisation. La teneur en eau
doit étre inférieure a 0,5 % en masse (rapportée au poids sec)’. Si cela est nécessaire pour satisfaire a
cette condition, la durée de séchage doit étre prolongée®. Le méme lot de cellulose doit étre utilisé tout
au long des essais.

1.6.1.2 Appareillage



1.6.1.2.1 Bombe

On doit disposer d'une bombe. Le dispositif d'essai est constitué par une bombe cylindrique en acier de
89 mm de longueur et de 60 mm de diamétre extérieur (voir figure 1). La bombe comporte deux plats
usinés en des points diamétralement opposés (réduisant sa largeur a cet endroit a 50 mm), ce qui
permet de l'immobiliser pour le serrage du bouchon de mise a feu et du bouchon a évent. Elle est
alésée intéricurement a 20 mm et comporte aux deux extrémités un chambrage de 19 mm de
profondeur taraudé au pas de 1 en tube normalisé BSP (British Standard Pipe) ou son équivalent
métrique. Une prise de pression est vissée latéralement dans le corps de la bombe a 35 mm d'une
extrémité, et a un angle de 90° par rapport aux plats. Elle se visse dans un chambrage de 12 mm de
profondeur taraudé au pas de 1/2 en tube normalisé BSP (ou I'équivalent métrique). Si nécessaire, un
joint en un matériau inerte est utilisé pour assurer I'étanchéité au gaz. La prise de pression fait saillie
latéralement de 55 mm par rapport au corps de la bombe et elle est percée d'un trou axial de 6 mm.
Elle comporte a son extrémité extérieure un chambrage taraudé pour recevoir un capteur de pression
du type a diaphragme. Tout autre type de dispositif de mesure de la pression peut étre utilisé, a
condition qu'il résiste aux gaz chauds et produits de décomposition et qu'il puisse réagir a des
accroissements de pression de 690 a 2070 kPa en moins de 5 ms.

L'extrémité de la bombe la plus ¢loignée du raccord est fermée par un bouchon fileté qui porte deux
¢électrodes, dont I'une est isolée du corps du bouchon et l'autre mise a la masse. L'autre extrémité est
fermée par un disque de rupture en aluminium de 0,2 mm d'épaisseur (taré a une pression d'environ
2200 kPa), maintenu en place par un bouchon comportant un évent de 20 mm. Si nécessaire, un joint
inerte est utilis€ pour assurer la bonne étanchéité entre le bouchon et la bombe. Un porte-bombe
spécial (figure 2) permet de maintenir la bombe dans la position voulue pendant les essais. Il est
généralement constitué par une embase en acier doux de 235 mm x 184 mm x 6 mm, sur laquelle est
soudé obliquement un tube de section carrée (de 70 mm x 70 mm x 4 mm) de 185 mm de longueur.

A une extrémité du tube carré, on a enlevé une certaine longueur de métal sur deux faces opposées, ce
qui laisse une longueur de 86 mm de tube carré prolongée par deux cotés plats. Les extrémités de ces
plats sont coupées a 60° par rapport a 'axe du tube et soudées a la plaque d'embase. Une encoche de
22 mm de large et de 46 mm de profondeur est découpée sur un c6té en haut du tube carré, de telle
maniére que lorsque la bombe repose sur le support, bouchon de mise a feu vers la base, le raccord de
prise de pression vienne s'y loger. Une entretoise en acier de 30 mm de largeur et 6 mm d'épaisseur est
soudée sur la paroi intérieure du tube du coté orienté vers le bas. Deux trous taraudés dans le coté
opposé recoivent des vis a molettes de 7 mm, qui servent a fixer la bombe. Deux rebords en acier de
12 mm de largeur et de 6 mm d'épaisseur, soudés sur les flancs du support a la base de la section
carrée soutiennent la cuve par le fond.

1.6.1.2.2 Systéme d'allumage

Le systéme d'allumage est constitué par un enroulement de fil au Ni/Cr de 25 cm de longueur, de 0,6
mm de section, et d'une résistance électrique de 3,85 ohm/m. Le fil a été enroulé en forme de bobine
sur un mandrin de 5 mm de diamétre; ses extrémités sont reliées aux électrodes du bouchon de mise a
feu. La bobine doit avoir 'une des configurations présentées a la figure 3. La distance entre la face
supérieure du bouchon et le point le plus bas de l'enroulement de chauffage doit étre de 20 mm. Si les
¢électrodes ne sont pas réglables en longueur, les deux sections de fil chauffant situées entre la bobine
et la face supérieure du bouchon doivent étre isolées par une gaine de céramique. Le fil doit étre
alimenté par une source ¢électrique stable pouvant fournir une intensité d'au moins 10 A.

1.6.2 Réalisation de I'essai ’

La bombe montée, avec son capteur de pression, mais non fermée par son disque de rupture, est posée
bouchon d'allumage vers le bas dans son support. On mélange 2,5 g du liquide a essayer avec 2,5 g de
cellulose séchée dans un bécher en verre a 1'aide d'un agitateur en verre®. Pour des raisons de sécurité,
lors de cette opération, le manipulateur devrait s'abriter derriére un écran de protection. Si le mélange
s'enflamme spontanément au cours du mélange ou du remplissage, il n'est pas nécessaire de poursuivre
l'essai. On remplit la bombe en plusieurs fois en tassant par petits chocs contre un objet dur; on
s'assure qu'il n'y a pas de vide autour de I'enroulement de chauffage et que le mélange est directement
en contact avec celui-ci. On doit cependant veiller a ne pas déformer I'enroulement en tassant le
mélange car cela pourrait entrainer des résultats erronés’. On met en place le disque de rupture et on
visse le bouchon a évent en le bloquant. La bombe chargée est alors posée sur le porte-bombe, disque
de rupture vers le haut, I'ensemble étant placé dans une hotte blindée ou dans une chambre de tir. On



raccorde les bornes extérieures du bouchon de mise a feu a une source électrique et on applique au
dispositif de chauffage un courant de 10 A. Il ne devrait pas s'écouler plus de 10 minutes entre le début
de la préparation du mélange et le moment de la mise sous tension.

Le signal émis par le capteur de pression est enregistré sur un systéme permettant d'effectuer un
enregistrement permanent de la courbe pression/temps et une analyse de cette courbe (enregistreur de
signaux transitoires couplé a un enregistreur a bande de papier par exemple). Le mélange est chauffé
jusqu'a rupture du disque ou pendant une durée d'au moins 60 s. S'il n'y a pas rupture, on doit attendre
que le mélange ait refroidi avant d'ouvrir la bombe prudemment au cas ou celle-ci serait encore sous
pression. Cing essais sont exécutés avec le mélange et avec chacune des substances de référence. On
note le temps nécessaire pour monter de 690 kPa a 2070 kPa (pression manométrique). Le temps
moyen de montée en pression est calculé.

Dans certains cas, des substances peuvent engendrer une augmentation de pression (trop élevée ou
trop faible), due a des réactions chimiques non caractéristiques des propriétés comburantes de ces
substances. Il peut alors se révéler nécessaire de répéter I'épreuve en remplacant la cellulose par une
substance inerte, par exemple la diatomite (kieselguhr), afin de s'assurer de la nature de la réaction.
2 DONNEES

Temps de montée en pression a la fois pour la substance a essayer et pour la (les) substance(s) de
référence.

Temps de montée en pression pour les essais avec une substance inerte, le cas échéant.

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Le temps moyen de montée en pression est calculé a la fois pour la substance a essayer et pour la (les)
substances(s) de référence.

Le temps moyen de montée en pression est calculé pour les essais réalisés avec une substance inerte
(le cas échéant).

Le Tableau 1 présente quelques exemples

Tableau 1

Exemples de résultats 9

Pour la consultation du tableau, voir image

9 Valeur moyenne d'aprés des essais interlaboratoires de comparaison

® Pression maximale de 2070 kPa non atteinte

© Les solutions saturées doivent étre préparées a 20 °C

9 Voir référence (1) pour le classement au transport selon le systéme des Nations unies

3 COMPTE-RENDU

3.1 COMPTE-RENDU DE L'ESSAI

Le compte-rendu de 'essai doit comprendre les informations suivantes :

- I'identité, la composition, la pureté, etc. de la substance essayée;

- la concentration de la substance;

- la méthode de séchage de la cellulose employée

- la teneur en eau de la cellulose utilisée

- le résultat des mesures;

- le résultat des essais réalisés avec une substance inerte, le cas échéant;

- les temps moyens de montée en pression calculés;

- tout écart par rapport a cette méthode et les raisons de celui-ci;

- toute information ou remarque complémentaire présentant un intérét pour l'interprétation des
résultats;

3.2 INTERPRETATION DES RESULTATS!?

Pour I'évaluation des résultats, on se fonde :

a) sur le fait que le mélange substance a essayer/cellulose s'enflamme spontanément ou non

b) sur la comparaison du temps moyen de montée de 690 kPa a 2070 kPa (pression manométrique)
avec le temps moyen obtenu pour la (les) substance(s) de référence.

Une substance liquide doit étre considérée comme comburante lorsque :

a) un mélange 1 : 1, en poids, de la substance et de cellulose s'enflamme spontanément; ou

b) un mélange 1 : 1, en poids, de la substance et de cellulose présente un temps moyen de montée en
pression inférieur ou égal au temps moyen de montée en pression d'un mélange 1 : 1, en poids, d'une
solution aqueuse d'acide nitrique a 65 % (poids/poids) et de cellulose.



Afin d'éviter les faux positifs, il y a lieu, si nécessaire, de tenir également compte, lors de
l'interprétation des résultats, des résultats obtenus dans les essais de la substance avec un matériel
inerte.

4 REFERENCES

(1) Recommendations on the Transport of Dangerous Goods, Manual of Tests and Criteria. 3rd revised
edition. UN Publication No : ST/SG/AC.10/11/Rev. 3, 1999, page 342. Test O.2 : Test for oxidizing
liquids.

Pour la consultation du tableau, voir image

Vu pour étre annexé a Notre arrété du 17 mars 2005.

ALBERT

Par le Roi :

Le Ministre de la Santé publique,

R. DEMOTTE

Le Ministre de I'Environnement,

B. TOBBACK

Nota's

'Comme par exemple dans le cadre du réglement des Nations Unies sur les transports.

’L'acide doit étre titré avant l'essai, afin de confirmer sa concentration.

3Par exemple : acide perchlorique a 50 % (poids/poids) et chlorate de sodium a 40 % (poids/poids)
sont utilisés dans la référence 1.

4P.ex. Cellulose en poudre Whatman pour chromatographie sur colonne CF 11, n° de catalogue 4021
050.

Confirmé par titrage Karl-Fisher par exemple

%0n peut également obtenir cette teneur en eau, par exemple, en chauffant & 105 °C pendant 24 h sous
vide

"Les mélanges de substances comburantes avec de la cellulose doivent étre traités comme
potentiellement explosifs et manipulés avec le plus grand soin

8Dans la pratique, cela peut étre réalisé en préparant un mélange 1 : 1 du liquide a essayer et de
cellulose en quantité plus importante que ce qui est nécessaire pour 1'essai et en transférant 5 + 0,1 g
dans la bombe. Un nouveau mélange doit étre préparé pour chaque essai.

°I1 convient notamment d'éviter tout contact entre les spires adjacentes de la bobine.

0V oir la référence 1 pour l'interprétation des résultats des essais effectués selon le réglement des
Nations unies sur le transport, qui utilisent plusieurs substances de référence.

Annexe 1B

«B.1 BIS. TOXICITE ORALE AIGUE - METHODE DE LA DOSE PREDETERMINEE

1. METHODE

Cette méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 420 (2001) de I'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

Les méthodes traditionnelles pour évaluer la toxicité aigu€ utilisent comme effet observé la mort des
animaux. En 1984, la British Toxicology Society (BTS) a proposé une nouvelle approche pour les
essais de toxicité aigué, utilisant des doses prédéterminées (1). Cette méthode évitait d'utiliser la mort
des animaux comme effet observé et s'appuyait plutdt sur 1'observation de signes manifestes de
toxicité apparaissant apres traitement a une dose prédéterminée. Suite a des études de validation in
vivo au Royaume-Uni (2) et au niveau international (3), cette procédure a été adoptée comme Ligne
directrice en 1992. Aprés cela, les propriétés statistiques de la Méthode de la dose prédéterminée ont
été évaluées dans une série d'études utilisant des modéles mathématiques (4) (5) (6). Ensemble, les
études in vivo et celles basées sur des modeles mathématiques ont démontré que la procédure était
reproductible et utilisait moins d'animaux auxquels elle occasionnait moins de souffrance que les
méthodes traditionnelles. Elle permet de classer les substances par ordre de toxicité, de la méme
maniere que les autres méthodes d'essai de toxicité aigué.

Des indications permettant de choisir la méthode d'essai la plus appropriée pour un but donné sont
présentées dans le Document d'orientation sur les essais de toxicité orale aigué (7). Ce document
contient également de plus amples informations sur la conduite et I'interprétation de la méthode d'essai
B.1 bis.



La méthode de la dose prédéterminée a comme principe de n'utiliser, pour 1'étude principale, que des
doses modérément toxiques et d'éviter d'administrer des doses qui peuvent s'avérer 1étales. De méme,
il n'est pas nécessaire d'administrer des doses dont on sait qu'elles provoquent des douleurs et une
détresse importante du fait de propriétés corrosives ou séveérement irritantes. Au cours de 1'essai, les
animaux moribonds et les animaux souffrant de fagon manifeste ou montrant des signes de détresse
grave devront étre euthanasiés. Ces animaux devront étre pris en compte dans l'interprétation des
résultats au méme titre que les animaux morts au cours de l'essai. Les critéres pour décider
d'euthanasier les animaux moribonds et ceux qui souffrent de fagon manifeste, ainsi que les
orientations pour reconnaitre une mort prévisible ou imminente font I'objet d'un autre document
d'orientation ().

La méthode fournit des informations qui permettent a la fois I'évaluation des dangers et le classement
des substances selon le Systéme général harmonisé de classification (SGH) des substances ayant une
toxicité aigué (9).

Le laboratoire doit rassembler toutes les informations disponibles sur la substance d'essai avant de
procéder a l'essai. Ces informations comprennent l'identité et la structure chimique de la substance, ses
propriétés physico-chimiques, les résultats obtenus dans tous autres essais de toxicité in vitro et in
vivo, les données toxicologiques concernant des substances structurellement apparentées, ainsi que le
ou les usages escomptés de la substance. Ces informations sont nécessaires pour rassurer les personnes
concernées quant a la pertinence de 1'essai pour la protection de la santé humaine et elles seront utiles
dans le choix de la dose initiale appropriée.

1.2 DEFINITIONS

Toxicité orale aigué : effets défavorables apparaissant apres 'administration par voie orale d'une dose
unique de substance ou de plusieurs doses données sur une période de 24 heures.

Mort différée : 'animal ne meurt ni n'apparait moribond en l'espace de 48 heures, mais meurt
ultérieurement au cours de la période d'observation de 14 jours

Dose : la quantité de substance d'essai administrée. La dose s'exprime en poids de substance d'essai par
unité de poids de l'animal d'expérience (par exemple, mg/kg).

Toxicité manifeste : terme général désignant des signes évidents de toxicité qui surviennent a la suite
de I'administration d'une substance d'essai [voir (3)]. Ces signes doivent étre tels qu'on puisse
s'attendre a ce qu'une augmentation de la dose administrée entraine 1'apparition de douleurs
importantes et des signes persistants de détresse profonde, un état moribond [pour les critéres voir (8)]
et probablement de la mortalité pour la plupart des animaux.

SGH : Systéme général harmonisé de classification et d'étiquetage. Une activité conjointe de 'OCDE
(santé humaine et environnement), du Comité d'experts sur le transport des matiéres dangereuses
(propriétés physico-chimiques) et du B.I.'T (communication des dangers) et coordonnée par [OMC
(Interorganisation Programme for the Sound Management of Chemicals).

Mort imminente : il y a mort imminente lorsqu'on s'attend a ce qu'un état moribond ou la mort
interviennent avant le prochain moment d'observation prévu. Les signes indicatifs de cet état chez les
rongeurs comprennent les convulsions, la position latérale, la position couchée et les tremblements.
(voir (8) pour plus de détails).

DLs (dose 1étale 50 %)) : dose unique d'une substance d'essai, obtenue par calcul statistique,
susceptible d'entrainer la mort de 50 pour cent des animaux lorsqu'elle est administrée par voie orale.
La valeur de la DLsj est exprimée en poids de la substance par unité de poids corporel de 1'animal
d'expérience (mg/kg).

Dose limite : désigne une dose qui est la limite supérieure pour I'essai (2 000 ou 5 000 mg/kg).

Etat moribond : désigne 1'état précédant la mort ou l'incapacité a survivre, méme si un traitement est
donné [pour de plus amples détails voir (8)].

Mort prévisible : présence de signes cliniques indiquant que la mort va intervenir 2 un moment
déterminé dans le futur, avant la fin projetée de l'expérience, par exemple : incapacité a atteindre 1'eau
ou la nourriture [pour plus de détails voir (8)].

1.3 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

Des groupes d'animaux du méme sexe regoivent des doses prédéterminées de 5, 50, 300 et 2 000
mg/kg selon une procédure séquentielle. Exceptionnellement une dose additionnelle de 5 000 mg/kg
peut étre envisagée (voir section 1.6.2). La dose initiale, choisie sur la base d'une étude d'orientation,
est celle qui est susceptible de faire apparaitre certains signes de toxicité, sans toutefois provoquer des



effets toxiques graves ou la mort. Les manifestations cliniques et les effets associés a la douleur, la
souffrance et une mort imminente sont décrites dans un Document d'orientation de I'OCDE (8).
D'autres groupes d'animaux recoivent des doses plus fortes ou moins fortes en fonction de I'absence ou
de la présence d'effets toxiques ou de mortalité. On continue la procédure jusqu'a ce que l'on identifie
la dose qui occasionne un effet toxique évident ou la mort d'un seul animal. La procédure est
également interrompue lorsque la dose la plus forte ne donne lieu a aucun effet observé ou lorsque la
mort survient a la dose la plus faible.

1.4 DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

1.4.1 Choix de l'espéce animale

Le rat est l'espéce préférée mais d'autres espéces peuvent étre utilisées. Normalement, on utilise des
femelles (7). L'étude de la littérature sur les essais traditionnels de DLso permet de conclure qu'il y a
peu de différences de sensibilité entre sexes et que, lorsqu'il y a une différence, les femelles sont en
général 1égérement plus sensibles (10). Si toutefois, compte tenu des propriétés toxicologiques et
toxicocinétiques de composés structurellement voisins, il apparait que les males sont probablement
plus sensibles, il convient d'employer des males. Dans ce cas il faut fournir une justification adéquate.
On utilise de jeunes animaux adultes sains issus de souches couramment utilisées en laboratoire. Les
femelles doivent étre nullipares et non gravides. Au début de I'essai, chaque animal doit étre agé de 8 a
12 semaines et son poids doit se situer dans un intervalle de + 20 % du poids moyen des animaux
précédemment exposés.

1.4.2 Conditions d'hébergement et d'alimentation

La température du local des animaux d'expérience doit étre maintenue a 22 °C (+ 3 °C). L'humidité
relative doit atteindre au moins 30 pour cent et rester de préférence inférieure a 70 pour cent, mais en
dehors des heures de nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir le taux d'humidité autour de 50 a
60 pour cent. On appliquera un éclairage artificiel alternant 12 heures de lumiére et 12 heures
d'obscurité. Pour 'alimentation des animaux, on peut utiliser la nourriture classique de laboratoire avec
de I'eau potable a satiété. Les animaux peuvent étre groupés par dose. Toutefois le nombre d'animaux
par cage ne doit pas faire obstacle a une observation précise de chaque animal.

1.4.3 Préparation des animaux

Les animaux sont choisis au hasard, marqués pour permettre une identification individuelle et gardés
dans leurs cages pour les acclimater aux conditions de laboratoire pendant au moins cinq jours avant
l'expérience.

1.4.4 Préparation des doses

En général, il convient d'administrer la substance d'essai a volume constant quelle que soit la dose
testée, en faisant varier la concentration de la préparation. Lorsqu'un produit liquide ou un mélange
font I'objet de 1'essai, l'utilisation du produit non dilu¢, donc a concentration constante, peut étre plus
appropriée pour I'évaluation du risque de cette substance. Certaines autorités réglementaires I'exigent.
Dans tous les cas, il ne faut pas dépasser le volume de dose maximal. Le volume maximal de liquide
qui peut étre administré en une seule fois dépend de la taille de 1'animal d'essai. Chez les rongeurs, ce
volume ne doit pas dépasser 1 ml/100 g de poids corporel, sauf dans le cas de solutions aqueuses pour
lesquelles on peut utiliser 2 m1/100 g de poids corporel. Il est recommandé d'utiliser une solution
aqueuse chaque fois que cela est possible, sinon on peut utiliser une solution dans de I'huile (par
exemple de I'huile de mais) et éventuellement une solution dans d'autres véhicules. En ce qui concerne
les véhicules non aqueux, leur toxicité doit étre connue. Les doses doivent étre préparées juste avant
I'administration sauf si la stabilité de la préparation pendant la durée de la période d'utilisation est
connue et jugée acceptable.

1.5 MODE OPERATOIRE

1.5.1 Administration des doses

La substance d'essai est administrée en une seule dose par gavage a I'aide d'une sonde gastrique ou de
toute autre canule pour intubation appropriée. Lorsqu'il n'est pas possible d'administrer la dose en une
seule fois, celle-ci peut étre fractionnée sur une période n'excédant pas 24 heures.

Les animaux doivent étre a jeun avant 'administration de la substance (on supprimera la nourriture,
mais pas I'eau, pendant toute une nuit pour les rats et pendant 3 a 4 heures pour les souris). Apres la
période de jeune, les animaux doivent étre pesés; la substance d'essai leur est ensuite administrée.
Aprés I'administration de la substance, les animaux peuvent €tre a nouveau privés de nourriture,
pendant 3 a 4 heures pour les rats et pendant 1 a 2 heures pour les souris. Si la dose est administrée par



fractions sur un certain laps de temps, il peut s'avérer nécessaire, en fonction de la durée du traitement,
d'alimenter et de faire boire les animaux.

1.5.2 ETUDE D'ORIENTATION

Le but de 1'é¢tude d'orientation est de permettre la sélection d'une dose initiale appropriée pour 1'étude
principale. L'administration des doses se fait de fagon séquentielle aux animaux individuellement
selon les schémas de I'Annexe 1. L'étude d'orientation prend fin lorsqu'une décision au sujet de la dose
initiale de 1'¢tude principale peut étre prise (ou lorsqu'une mortalité est observée a la dose
prédéterminée la plus faible).

Pour la dose initiale de 1'étude d'orientation on choisit un niveau parmi les suivants : 5, 50, 300 et 2
000 mg/kg. Le niveau choisi est celui pour lequel on peut s'attendre a observer des signes de toxicité
évidente, si possible sur la base d'indications obtenues a partir de données in vivo et in vitro sur la
méme substance et sur des substances structurellement voisines. En 'absence de telles informations, la
dose initiale sera de 300 mg/kg.

Les animaux sont traités a 24 heures d'intervalle au moins. Tous les animaux sont observés pendant au
moins quatorze jours.

Exceptionnellement, et uniquement lorsque cela est nécessaire pour satisfaire une exigence
réglementaire particuliere, l'utilisation d'une dose maximale prédéterminée supplémentaire de 5 000
mg/kg peut étre envisagée (voir Annexe 3). Par souci de protection des animaux, 1'essai de substances
en catégorie 5 du SGH (2 000 - 5 000 mg/kg) est déconseillé et ne doit étre envisagé que lorsqu'il est
trés probable qu'il donnera des résultats qui présenteront un intérét direct pour la protection de la santé
des hommes et des animaux ou de l'environnement.

Dans le cas ou un animal ayant recu la dose prédéterminée la plus faible (5 mg/kg) mourrait au cours
de I'étude d'orientation, la procédure normale est de terminer 1'étude et de classer la substance en
catégorie 1 du SGH (voir I'Annexe 1). Cependant, il peut s'avérer nécessaire de confirmer la
classification, et la procédure facultative supplémentaire ci-apres est alors proposée. Un deuxiéme
animal regoit une dose de 5 mg/kg. Si ce deuxiéme animal meurt, la classification en catégorie 1 du
SGH est confirmée et 1'é¢tude prend fin immédiatement. Si le deuxiéme animal survit, un maximum de
trois animaux supplémentaires recoivent chacun 5 mg/kg. Etant donné le risque de mortalité élevé, il
convient de procéder de maniére séquentielle par souci de protection des animaux.L'intervalle de
temps entre chaque administration doit étre suffisant afin de pouvoir démontrer que 1'animal précédent
a des chances de survivre. Si un deuxiéme animal meurt, l'administration séquentielle sera
immédiatement arrétée et aucun autre animal ne recevra de dose. Avec la mort d'un deuxiéme animal
(indépendamment du nombre d'animaux soumis a 1'essai au moment ou celui-ci est arrété), le résultat
est A (2 morts ou plus), et la régle de classification présentée a 1'annexe 2 pour la dose prédéterminée
de 5 mg/kg s'applique : catégorie 1 s'il y a 2 morts ou plus, et catégorie 2 s'il y a seulement 1 mort. En
outre, I'annexe 4 propose une méthode de classification selon le systéme communautaire en attendant
la mise en place du nouveau SGH.

1.5.3 ETUDE PRINCIPALE

1.5.3.1 Nombre d'animaux et niveaux des doses

Les schémas de 1'Annexe 2 indiquent la marche a suivre apres administration de la dose initiale. Il y a
trois possibilités : arréter I'essai et attribuer la classification appropriée, administrer la dose
prédéterminée supérieure ou administrer la dose inférieure. Cependant, par souci de protection des
animaux, les doses ayant entrainé la mort au cours de 1'é¢tude d'orientation ne sont pas réappliquées lors
de I'étude principale (voir annexe 2). L'expérience démontre que le résultat le plus probable a la dose
initiale est que la substance pourra étre classée et qu'il sera inutile de prolonger I'essai.

En général, on utilise au total cinq animaux du méme sexe a chaque niveau de dose étudié. Ce groupe
de cinq animaux est constitu¢ de I'animal utilisé dans 1'é¢tude d'orientation, auquel est administrée la
dose sélectionnée, et de quatre animaux supplémentaires (sauf dans les rares cas ot une dose utilisée
dans I'é¢tude principale n'a pas été utilisée dans I'étude d'orientation).

L'intervalle de temps a respecter entre I'administration de chaque niveau de dose dépend du moment
ou se manifestent les effets toxiques, de leur durée et de leur gravité. L'administration de la dose
suivante doit étre retardée jusqu'a ce qu'on ait obtenu la certitude que les animaux précédemment
soumis au traitement vont survivre. Un laps de temps de 3 ou 4 jours entre les administrations a
chaque niveau de dose est recommandé, si nécessaire, pour permettre 'observation de signes de
toxicité différée. Cet intervalle peut €tre ajusté selon qu'il convient, par exemple, en cas de réponse



peu concluante.

Lorsque I'on envisage d'utiliser une dose prédéterminée maximale de 5 000 mg/kg, il y a lieu de suivre
la procédure présentée a 1'annexe 3 (voir également section 1.6.2).

1.5.3.2 Essai limite

L'essai limite est utilisé principalement lorsque I'expérimentateur dispose d'informations indiquant que
la substance d'essai n'est probablement pas toxique, c-a-d que sa toxicité ne se manifeste qu'au dela des
doses limites réglementaires. Des informations concernant la toxicité de la substance d'essai peuvent
étre déduites des connaissances acquises sur des substances, produits ou mélanges similaires déja
testés, compte tenu de I'identité et du pourcentage des composants importants sur le plan
toxicologique. Quand on ne dispose pas d'informations concernant la toxicité de la substance, ou
lorsqu'on s'attend a une substance toxique, il faut effectuer l'essai principal.

Selon la procédure normale, une étude d'orientation a la dose initiale de 2 000 mg/kg
(exceptionnellement 5 000 mg/kg), suivie du traitement de quatre animaux supplémentaires a cette
méme dose sert d'essai limite dans cette Ligne directrice.

1.6 OBSERVATIONS

Les animaux doivent étre observés individuellement au moins une fois pendant les 30 premiéres
minutes suivant I'administration de la substance et régulieérement pendant les premieres 24 heures,
avec une attention particuliére au cours des 4 premicres heures; l'observation doit ensuite étre
quotidienne, pendant 14 jours en tout, sauf dans le cas des animaux qui meurent en cours d'étude ou
qui doivent étre retirés de I'étude et euthanasiés pour leur épargner des souffrances excessives.
Toutefois, la durée d'observation ne doit pas étre fixée de manicre rigide. Elle doit étre fonction des
réactions de toxicité, du moment ou elles apparaissent et de la durée de la période de récupération. Elle
peut donc étre prolongée, si nécessaire. Les moments ou les signes de toxicité apparaissent et
disparaissent sont importants, surtout si les effets toxiques ont tendance a étre différés (11). Toutes les
observations sont enregistrées de fagon systématique, une fiche individuelle étant établie pour chaque
animal.

D'autres observations peuvent s'avérer nécessaires lorsque les animaux continuent a manifester des
signes de toxicité. Les observations doivent porter sur les modifications de la peau, des poils, des yeux
et des muqueuses, ainsi que de l'appareil respiratoire, du systéme circulatoire, du systéme nerveux
central et autonome, de l'activité somato-motrice et du comportement. L'attention portera en particulier
sur I'observation des diverses manifestations de tremblement, convulsions, salivation, diarrhée,
léthargie, sommeil et coma. Les principes et criteéres résumés dans le Document d'orientation sur les
effets sur 'homme doivent &tre pris en considération (8). Les animaux moribonds et les animaux
souffrant manifestement ou présentant des signes graves de détresse doivent étre euthanasiés. Qu'il
s'agisse d'animaux euthanasiés pour raisons éthiques ou d'animaux retrouvés morts, le moment de la
mort doit étre enregistré de facon aussi précise que possible.

1.6.1 Poids corporel

Le poids de chaque animal doit étre déterminé peu de temps avant I'administration de la substance
d'essai et au moins une fois par semaine ensuite. Les variations de poids doivent étre calculées et
enregistrées. A la fin de 1'essai, les animaux survivants sont pesés puis euthanasiés.

1.6.2 Pathologie

Tous les animaux d'essai (y compris ceux qui sont morts au cours de 1'essai ou ceux qui ont été retirés
de I'étude pour des raisons éthiques) doivent étre soumis a une autopsie a I'échelle macroscopique.
Pour chaque animal, toutes les altérations pathologiques macroscopiques doivent étre enregistrées.
Chez les animaux qui survivent 24 heures ou plus aprés administration de la dose initiale, 'examen
microscopique des organes présentant des signes évidents de pathologie doit également étre envisagé,
car il peut fournir des renseignements utiles.

2 RESULTATS

Les résultats obtenus pour chaque animal doivent étre présentés. Toutes les données doivent étre
résumées dans un tableau indiquant, pour chaque groupe d'essai, le nombre d'animaux utilisés, le
nombre d'animaux présentant des signes de toxicité, le nombre d'animaux retrouvés morts pendant
l'essai ou sacrifiés pour des raisons éthiques, et pour chaque animal, le moment de la mort, la
description des effets toxiques et leur évolution dans le temps ainsi que leur réversibilité éventuelle et
les résultats de 1'autopsie.

3 RAPPORT



3.1 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit contenir, s'il y a lieu, les renseignements suivants :

Substance d'essai :

- état physique, pureté et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques (compris isomérisation);

- données relatives a l'identification, y compris numéro CAS.

Véhicule (le cas échéant) :

- justification du choix du véhicule, s'il ne s'agit pas d'eau.

Animaux d'essai :

- espece/souche utilisée;

- état microbiologique des animaux, s'il est connu;

- nombre, age et sexe des animaux (le cas échéant, justification du choix de males a la place de
femelles);

- origine, conditions d'hébergement, régime alimentaire, etc.;

Conditions de I'essai :

- détails sur la formulation de la substance d'essai, notamment état physique du produit administré;

- détails sur le mode d'administration, notamment volume des doses et moment de I'administration;

- détails sur la qualité de la nourriture et de 'eau (y compris le type de régime et sa provenance ainsi
que celle de I'eau);

- justification du choix de la dose initiale.

Résultats :

- tableau des réactions aux différentes doses pour chaque animal (c'est-a-dire nombre d'animaux
montrant des signes de toxicité, y compris mortalité, nature, gravité et durée des effets);

- tableau des poids corporels et des variations du poids;

- poids individuel des animaux le jour du traitement, et ensuite a intervalles d'une semaine, et au
moment de la mort ou du sacrifice;

- date et heure de la mort si celle-ci intervient avant le moment prévu du sacrifice;

- pour chaque animal, moment d'apparition et évolution des signes de toxicité et réversibilité
éventuelle;

- pour chaque animal, résultats de I'autopsie et observations histopathologiques.

Discussion et interprétation des résultats.

Conclusions.
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Annexe 3

CRITERES POUR LA CLASSIFICATION DE SUBSTANCES D'ESSAI DONT ON PRESUME
QUE LA DLso EST SUPERIEURE A 2000 MG/KG, SANS RECOURIR A L'ESSAI

Les critéres pour la catégorie de danger 5 sont destinés a permettre 1'identification de substances qui
ont une toxicité aigué relativement faible mais qui, dans certaines conditions, peuvent se révéler
dangereuses pour des populations vulnérables. Ces substances sont présumées avoir une DLsg orale ou
cutanée comprise dans la plage 2000-5000 mg/kg ou correspondant a des doses équivalentes par
d'autres voies. Des substances d'essai peuvent étre classées dans la catégorie SGH de danger 5, définie
par 2 000 mg/kg < DLso <5 000 mg/kg, dans les cas suivants :

a) lorsque, en fonction de la mortalité, I'un des schémas de I'Annexe 2 oriente la substance vers cette
catégorie;

b) lorsque 1'on est déja en possession de données fiables indiquant que la DLso se situera dans la plage
des valeurs de la catégorie 5; ou lorsque d'autres études sur des animaux ou l'observation d'effets
toxiques chez I'nomme suscitent de sérieuses inquiétudes pour la santé humaine;

¢) par extrapolation, évaluation ou mesure de données, lorsque la classification dans une catégorie de
plus grand danger n'est pas justifiée et

- il existe des informations fiables faisant état d'effets toxiques significatifs chez I'homme, ou

- une certaine mortalité est observée en testant par voie orale jusqu'aux valeurs de la catégorie 4, ou

- lorsqu'un jugement d'expert confirme 1'existence de signes cliniques significatifs de toxicité lors d'un
essai mené jusqu'aux valeurs de la catégorie 4, hormis diarrhée, hérissement des poils ou aspect mal
soigné, ou

- quand un jugement d'expert confirme 1'existence d'informations fiables indiquant la possibilité
d'effets aigus significatifs d'apres les résultats des autres études sur animaux.

ESSAIS A DOSES SUPERIEURES A 2 000 MG/KG

Exceptionnellement, et uniquement lorsque cela est nécessaire pour satisfaire une exigence
réglementaire particuliére, l'utilisation d'une dose maximale supplémentaire de 5 000 mg/kg peut étre
envisagée. Par souci de protection des animaux, l'essai de substances a la dose de 5 000 mg/kg est
déconseillé et ne devrait étre envisagé que lorsqu'il est fort probable que les résultats d'un tel essai
présenteront un intérét direct pour la protection de la santé des hommes et des animaux (9).

Etude d'orientation

Les critéres de décision de la procédure séquentielle présentée en Annexe 1™ sont étendus de manicre
a s'appliquer également a une dose de 5 000 mg/kg. Ainsi, lorsqu'une dose initiale de 5 000 mg/kg est
utilisée dans 1'étude d'orientation et que le résultat A (mortalité) est obtenu, il faut tester un deuxieme
animal a 2 000 mg/kg; si le premier résultat est B ou C (toxicité évidente ou pas de toxicité), on pourra
choisir 5 000 mg/kg comme dose initiale dans 1'étude principale. De méme, si on choisit une dose
initiale différente de 5 000 mg/kg, 1'essai se poursuivra a la dose de 5000 mg/kg en cas d'obtention
d'un résultat B ou C a 2 000 mg/kg. L'obtention d'un nouveau résultat A a 5000mg/kg imposera une
dose initiale de 2 000 mg/kg pour 1'étude principale, alors qu'un résultat B ou C imposera 5 000 mg/kg
comme dose initiale pour cette étude.

Etude principale

Les critéres de décision de la procédure séquentielle présentée en Annexe 2 sont étendus de maniére a
s'appliquer également a une dose de 5 000 mg/kg. Ainsi, lorsqu'une dose initiale de 5 000 mg/kg est
utilisée dans 1'¢tude principale et que le résultat A (>= 2 morts) est obtenu, il faut tester un second
groupe a 2 000 mg/kg; Si le premier résultat est B (toxicité évidente et/ou <= 1 mort) ou C (pas de
toxicité), la substance ne sera pas classée dans le cadre du SGH. De fagon similaire, si une dose
initiale différente de 5 000 mg/kg est choisie, l'essai se poursuivra a la dose de 5 000mg/kg en cas
d'obtention d'un résultat C a 2 000 mg/kg. L'obtention d'un nouveau résultat A a 5 000mg/kg



entrainera la classification de la substance dans la catégorie 5 du SGH; si le résultat obtenu est B ou C,
la substance ne sera pas classée dans le cadre du SGH.

Pour la consultation du tableau, voir image

Vu pour étre annexé a Notre arrété du 17 mars 2005.
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Annexe 1C

« B.1 TRIS. TOXICITE ORALE AIGUE - METHODE DE LA CLASSE DE TOXICITE AIGUE

1. METHODE

Cette méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 423 (2001) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

La méthode de la classe de toxicité aigu€ (1) décrite dans cet essai est une procédure séquentielle qui
utilise trois animaux de méme sexe a chaque étape. Suivant la mortalité et/ou 1'état moribond des
animaux, deux a quatre étapes sont en moyenne nécessaires pour évaluer la toxicité aigué de la
substance d'essai. Cette procédure est reproductible, utilise trés peu d'animaux et permet de classer des
substances par ordre de toxicité de la méme maniere que les autres méthodes de toxicité aigué. La
méthode par classe de toxicité aigué est basée sur des évaluations biométriques (2)(3)(4)(5) avec des
doses prédéterminées, convenablement espacées de maniére a permettre le classement des substances
les unes par rapport aux autres aux fins de l'évaluation des dangers. La méthode, telle qu'elle a été
adoptée en 1996, a été largement validée in vivo par rapport aux données de DLs issues de la
littérature, tant sur le plan national (6) qu'international (7).

Des indications permettant de choisir la méthode d'essai la plus appropriée pour un but donné sont
présentées dans le Document d'orientation sur les essais de toxicité orale aigué (8). Ce document
contient également de plus amples informations sur la conduite et l'interprétation de la méthode d'essai
B.1.tris.

Il n'est pas nécessaire d'administrer des substances d'essai & des niveaux de dose dont on sait qu'elles
provoquent des douleurs et une détresse importante du fait des propriétés corrosives ou sévérement
irritantes. Au cours de 1'essai, les animaux moribonds et les animaux souffrant de fagon manifeste ou
montrant des signes de détresse grave devront étre euthanasiés. Ces animaux devront étre pris en
compte dans l'interprétation des résultats, au méme titre que les animaux morts pendant l'essai. Les
critéres pour décider de tuer les animaux moribonds et ceux qui souffrent de fagon manifeste ainsi que
des orientations pour reconnaitre une mort prévisible ou imminente font 1'objet d'un autre document
d'orientation (9).

La méthode utilise des doses prédéterminées et donne des résultats qui permettent le classement des
substances selon le Systéme général harmonisé de classification (SGH) des substances ayant une
toxicité aigué€ (10).

En principe, la méthode ne vise pas a calculer une valeur précise de DLso, mais elle permet déterminer
dans quelle gamme de doses la substance doit étre considérée comme 1étale, puisque la mort d'une
partie des animaux reste le principal effet observé dans cet essai. La méthode permet de déterminer
une DLs uniquement dans le cas ou au moins deux doses donnent une mortalité supérieure a 0 % et
inférieure a 100 %. Grace a I'utilisation d'un choix de doses prédéterminées, indépendamment de la
substance d'essai, et au lien explicite entre classification et nombre d'animaux dans différents états
observés, la cohérence entre laboratoires est favorisée.

Le laboratoire doit rassembler toutes les informations disponibles sur la substance d'essai avant de
procéder a I'essai. Ces informations comprennent 1'identité et la structure chimique de la substance, ses
propriétés physico-chimiques, le résultat de tout autre essai de toxicité réalisé in vivo ou in vitro sur la
substance, les données toxicologiques concernant des substances structurellement apparentées, ainsi
que le ou les usages escomptés de la substance. Ces informations sont nécessaires pour rassurer les
personnes concernées quant a la pertinence de 'essai pour la protection de la santé humaine et elles
seront utiles dans le choix de la dose initiale appropriée.



1.2 DEFINITIONS

Toxicité orale aigué : effets défavorables apparaissant aprés 'administration par voie orale d'une dose
unique de substance ou de plusieurs doses données sur une période de 24 heures.

Mort différée : I'animal ne meurt ni n'apparait moribond en 1'espace de 48 heures, mais meurt
ultérieurement au cours de la période d'observation de 14 jours

Dose : la quantité de substance d'essai administrée. La dose s'exprime en poids de substance d'essai par
unité de poids de l'animal d'expérience (par exemple, mg/kg).

SGH : Systéme général harmonisé de classification et d'étiquetage. Une activité conjointe de 'OCDE
(santé humaine et environnement), du Comité d'experts sur le transport des matiéres dangereuses
(propriétés physico-chimiques) et du B.I.T (communication des dangers) et coordonnée par [OMC
(Interorganisation Programme for the Sound Management of Chemicals).

Mort imminente : il y a mort imminente lorsqu'on s'attend a ce qu'un état moribond ou la mort
interviennent avant le prochain moment d'observation prévu. Parmi les signes qui sont indicatifs de cet
état chez les rongeurs il y a les convulsions, la position latérale, la position couchée et les
tremblements [pour de plus amples détails voir (9)].

DLso (dose orale 1étale 50 %) : dose unique d'une substance d'essai, obtenue par calcul statistique,
susceptible d'entrainer la mort de 50 pour cent des animaux lorsqu'elle est administrée par voie orale.
La valeur de la DLsg est exprimée en poids de la substance d'essai par unité de poids corporel de
I'animal d'expérience (mg/kg).

Dose limite : désigne une dose qui est la limite supérieure pour I'essai (2 000 ou 5 000 mg/kg).

Etat moribond : 1'état avant la mort ou l'incapacité a survivre, méme si un traitement est donné [pour
de plus amples détails voir (9)].

Mort prévisible : présence de signes cliniques indiquant que la mort va intervenir a un moment
déterminé dans le futur, avant la fin projetée de l'expérience, par exemple : incapacité a atteindre 1'eau
ou la nourriture [pour plus de détails voir (9)].

1.3 PRINCIPE DE L'ESSAI

Le principe de cet essai est qu'avec un processus séquentiel et un nombre minimal d'animaux par
étape, il est possible d'obtenir des informations sur la toxicité aigué de la substance d'essai qui sont
suffisantes aux fins de sa classification. Une dose déterminée de la substance est administrée par voie
orale a un groupe d'animaux. La substance est testée selon une procédure séquentielle utilisant trois
animaux de méme sexe (généralement des femelles) a chaque étape. L'absence ou la manifestation de
mortalité liée a la substance dans un groupe ayant regu une dose a une étape donnée détermine 1'étape
suivante, c'est-a-dire :

- arrét de I'essai,

- administration de la méme dose a trois animaux supplémentaires,

- administration de la dose immédiatement supérieure ou immédiatement inférieure a trois animaux
supplémentaires.

Des détails concernant le mode opératoire sont décrits en Annexe 1. La méthode permet de se
prononcer sur la classification de la substance d'essai dans une classe de toxicité délimitée par des
valeurs préalablement fixées de DLso.

1.4 DESCRIPTION DE LA METHODE

1.4.1 Choix de I'espece animale

Le rat est I'espéce préférée mais d'autres espéces de rongeurs peuvent étre utilisées. Normalement, on
utilise des femelles (9). L'étude de la littérature sur les essais traditionnels de DLso montre en effet
qu'il y a peu de différence de sensibilité entre sexes et que, lorsqu'il y a des différence, les femelles
sont en général 1égérement plus sensibles (11). Si toutefois, compte tenu des propriétés toxicologiques
et toxicocinétiques de composés structurellement voisins, il apparait que les males sont probablement
plus sensibles, il convient d'employer des males. Dans ce cas, il faut fournir une justification adéquate.
On utilise de jeunes animaux adultes sains, issus de souches couramment utilisées en laboratoire. Les
femelles doivent étre nullipares et non gravides. Au début de 1'essai, chaque animal doit étre 4gé de 8 a
12 semaines et son poids doit se situer dans un intervalle de + 20 % du poids moyen des animaux
précédemment exposés.

1.4.2 Conditions d'hébergement et d'alimentation

La température du local des animaux d'expérience doit étre de 22 °C (+ 3 °C). L'humidité relative doit
atteindre au moins 30 pour cent et rester de préférence inférieure a 70 pour cent, mais en dehors des



heures de nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir le taux d'humidité autour de 50 a 60 pour
cent. On appliquera un éclairage artificiel alternant 12 heures de lumiére et 12 heures d'obscurité. Pour
l'alimentation des animaux, on peut utiliser la nourriture classique de laboratoire avec de 1'eau potable
a satiété. Les animaux peuvent étre groupés par dose. Toutefois, le nombre d'animaux par cage ne doit
pas faire obstacle a une observation précise de chaque animal.

1.4.3 Préparation des animaux

Les animaux sont choisis au hasard, marqués pour permettre une identification individuelle et gardés
dans leurs cages pour les acclimater aux conditions de laboratoire pendant au moins cinq jours avant
I'expérience.

1.4.4 Préparation des doses

En général, il convient d'administrer la substance d'essai a volume constant quelle que soit la dose
testée, en faisant varier la concentration de la préparation. Lorsqu'un produit liquide ou un mélange
font I'objet de 1'essai, l'utilisation du produit non dilué, donc a concentration constante, peut étre plus
appropriée pour I'évaluation du risque de cette substance. Certaines autorités réglementaires l'exigent.
Dans tous les cas, il ne faut pas dépasser le volume de dose maximal. Le volume maximal de liquide
pouvant étre administré en une seule fois dépend de la taille de 1'animal d'essai. Chez les rongeurs, ce
volume ne doit pas dépasser 1 ml/100 g de poids corporel, sauf dans le cas de solutions aqueuses pour
lesquelles on peut utiliser 2 ml/100 g de poids corporel. Il est recommandé d'utiliser une solution
aqueuse chaque fois que cela est possible, sinon on peut utiliser une solution dans de I'huile (par
exemple de I'huile de mais) et éventuellement une solution dans d'autres véhicules. En ce qui concerne
les véhicules non aqueux, leur toxicité doit étre connue. Les doses doivent étre préparées juste avant
I'administration sauf si la stabilité de la préparation pendant la durée de la période d'utilisation est
connue et jugée acceptable.

1.5 MODE OPERATOIRE

1.5.1 Administration des doses

La substance d'essai est administrée en une seule dose en utilisant une sonde gastrique ou toute autre
canule pour intubation appropriée. Lorsqu'il n'est pas possible d'administrer la dose en une seule fois,
celle-ci peut étre fractionnée sur une période n'excédant pas 24 heures.

Les animaux doivent étre a jeun avant l'administration de la substance (on supprimera la nourriture,
mais pas l'eau, pendant toute une nuit pour les rats et pendant 3 a 4 heures pour les souris). Aprés la
période de jeune, les animaux doivent &tre pesés; la substance d'essai leur est ensuite administrée.
Aprés I'administration de la substance, les animaux peuvent étre a nouveau privés de nourriture,
pendant 3 a 4 heures pour les rats et pendant 1 a 2 heures pour les souris. Si la dose est administrée par
fractions sur un certain laps de temps, il peut s'avérer nécessaire, en fonction de la durée du traitement,
d'alimenter et de faire boire les animaux.

1.5.2 Nombre d'animaux et niveaux des doses

Trois animaux sont utilisés a chaque étape. Pour la dose initiale, on choisit un niveau parmi les quatre
suivants : 5, 50, 300 et 2 000 mg/kg de poids corporel. Le niveau choisi est celui pour lequel on peut
s'attendre a observer une mortalité chez les animaux traités. Les schémas de 'Annexe 1 décrivent la
marche a suivre pour chacune des doses initiales. En outre, I'annexe 4 propose une méthode de
classification selon le systéme communautaire en attendant la mise en place du nouveau SGH.
Lorsque certaines informations donnent a penser qu'il est peu probable que la dose initiale la plus
élevée (2 000 mg/kg de poids corporel) provoque une mortalité, il convient de procéder a un essai
limite. En I'absence de telles informations sur la substance d'essai, la dose initiale qui est
recommandée par souci de protection des animaux est 300 mg/kg de poids corporel.

L'intervalle de temps a respecter entre I'administration de chaque niveau de dose dépend du moment
ou se manifestent les effets toxiques, de leur durée et de leur gravité. L'administration de la dose
suivante doit étre retardée jusqu'a ce qu'on ait obtenu la certitude que les animaux précédemment
soumis au traitement vont survivre.

Exceptionnellement, et uniquement lorsque cela est nécessaire pour satisfaire une exigence
réglementaire particuliére, I'utilisation d'une dose maximale prédéterminée supplémentaire de 5 000
mg/kg peut étre envisagée (voir Annexe 2). Par souci de protection des animaux, 1'essai de substances
en catégorie 5 du SGH (2 000 - 5 000 mg/kg) est déconseillé et ne doit étre envisagé que lorsqu'il est
trés probable qu'il donnera des résultats qui présenteront un intérét direct pour la protection de la santé
des hommes et des animaux ou de I'environnement



1.5.3 Essai limite

L'essai limite est utilisé principalement lorsque l'expérimentateur dispose d'informations indiquant que
la substance d'essai n'est probablement pas toxique, c-a-d que sa toxicité ne se manifeste qu'au dela des
doses limites réglementaires. Des informations concernant la toxicité de la substance d'essai peuvent
étre déduites des connaissances acquises sur des substances, produits ou mélanges similaires déja
testés, compte tenu de I'identité et du pourcentage des composants importants sur le plan
toxicologique. Quand on ne dispose pas d'informations concernant la toxicité de la substance, ou
lorsqu'on s'attend a une substance toxique, il faut effectuer l'essai principal.

Un essai limite a la dose de 2 000 mg/kg peut étre effectué sur six animaux (trois animaux par étape).
Exceptionnellement, un essai limite a la dose de 5 000 mg/kg peut étre réalisé sur trois animaux (voir
Annexe 2). Si une mortalité liée a la substance est observée, il peut s'avérer nécessaire de poursuivre
l'essai a la dose immédiatement inférieure.

1.6 OBSERVATIONS

Les animaux doivent étre observés individuellement au moins une fois pendant les 30 premieres
minutes suivant I'administration de la substance et réguli¢rement pendant les premieres 24 heures,
avec une attention particuliére au cours des 4 premiéres heures; 1'observation doit ensuite étre
quotidienne, pendant 14 jours en tout, sauf dans le cas des animaux qui meurent en cours d'étude ou
qui doivent étre retirés de I'étude et euthanasiés pour leur épargner des souffrances excessives.
Toutefois, la durée d'observation ne doit pas étre fixée de manicre rigide. Elle doit étre fonction des
réactions de toxicité, du moment ou elles apparaissent et de la durée de la période de récupération. Elle
peut donc étre prolongée, si nécessaire. Les moments ou apparaissent et disparaissent les signes de
toxicité sont importants, particuliérement quand on constate un certain retard dans 1'apparition de ces
signes (12) Toutes les observations sont enregistrées de fagon systématique, une fiche individuelle
étant établie pour chaque animal.

D'autres observations peuvent s'avérer nécessaires lorsque les animaux continuent 8 manifester des
signes de toxicité. Les observations doivent porter sur les modifications de la peau, des poils, des yeux
et des muqueuses, ainsi que de l'appareil respiratoire, du systéme circulatoire, du systéme nerveux
central et autonome, de 1'activité somato-motrice et du comportement. L'attention portera en particulier
sur l'observation des diverses manifestations de tremblement, convulsion, salivation, diarrhée,
léthargie, sommeil et coma. Les principes et critéres résumés dans le Document d'orientation sur les
effets sur 'homme doivent étre pris en considération (9). Les animaux moribonds et les animaux
souffrant manifestement ou présentant des signes graves de détresse doivent &tre euthanasiés. Qu'il
s'agisse d'animaux euthanasiés pour raisons éthiques ou d'animaux retrouvés morts, le moment de la
mort doit étre enregistré de facon aussi précise que possible.

1.6.1 Poids corporel

Le poids de chaque animal doit étre déterminé peu de temps avant I'administration de la substance
d'essai, et au moins une fois par semaine ensuite. Les variations de poids doivent étre calculées et
enregistrées. A la fin de 1'essai, les animaux survivants sont pesés puis euthanasiés.

1.6.2 Pathologie

Tous les animaux (y compris ceux qui sont morts au cours de I'essai ou ceux qui ont été retirés de
1'étude pour des raisons éthiques) doivent étre soumis a une autopsie a 1'échelle macroscopique. Pour
chaque animal, toutes les altérations pathologiques macroscopiques doivent étre enregistrées. Chez les
animaux qui survivent 24 heures ou plus a I'administration de la dose initiale, I'examen microscopique
des organes présentant des signes évidents de pathologie doit également étre envisagé, car il peut
fournir des renseignements utiles.

2. RESULTATS

Les résultats obtenus pour chaque animal doivent étre présentés. Toutes les données doivent étre
résumées dans un tableau indiquant, pour chaque groupe d'essai, le nombre d'animaux utilisés, le
nombre d'animaux présentant des signes de toxicité, le nombre d'animaux retrouvés morts pendant
l'essai ou sacrifiés pour des raisons éthiques, et pour chaque animal, le moment de la mort, la
description des effets toxiques et leur évolution dans le temps ainsi que leur réversibilité éventuelle et
les résultats de 1'autopsie.

3. RAPPORT

3.1 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit contenir, s'il y a lieu, les renseignements suivants :



Substance d'essai :

- état physique, pureté et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques (compris isomérisation);

- données relatives a l'identification, y compris numéro CAS.

Véhicule (le cas échéant) :

- justification du choix du véhicule, s'il ne s'agit pas d'eau.

Animaux d'essai :

- espece/souche utilisée;

- état microbiologique des animaux, s'il est connu;

- nombre, age et sexe des animaux (le cas échéant, justification du choix de males a la place de
femelles);

- origine, conditions d'hébergement, régime alimentaire, etc.;

Conditions de 'essai :

- détails sur la formulation de la substance d'essai, notamment état physique du produit administré;

- détails sur le mode d'administration, notamment volume des doses et moment de I'administration;

- détails sur la qualité de la nourriture et de 'eau (y compris le type de régime et sa provenance ainsi
que celle de I'eau);

- justification du choix de la dose initiale.

Résultats :

- tableau des réactions aux différentes doses pour chaque animal (c'est-a-dire nombre d'animaux
montrant des signes de toxicité, y compris mortalité; nature, gravité et durée des effets);

- tableau des poids corporels et des variations du poids;

- poids individuels des animaux le jour du traitement, et ensuite a intervalles d'une semaine, ainsi qu'au
moment de la mort ou du sacrifice;

- date et heure de la mort si celle-ci intervient avant le moment prévu du sacrifice;

- pour chaque animal, moment d'apparition et évolution des signes de toxicité et réversibilité
éventuelle;

- pour chaque animal, résultats de I'autopsie et observations histopathologiques le cas échéant.
Discussion et interprétation des résultats.

Conclusions.
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Annexe 1"

MARCHE A SUIVRE POUR CHACUNE DES DOSES INITIALES

REMARQUES GENERALES

Les divers schémas d'essai présentés dans la présente annexe indiquent la marche a suivre pour chaque
dose initiale.

- Annexe 1 A : dose initiale de 5 mg/kg de poids corporel

- Annexe 1 B : dose initiale de 50 mg/kg de poids corporel

- Annexe 1 C : dose initiale de 300 mg/kg de poids corporel

- Annexe 1 D : dose initiale de 2 000 mg/kg de poids corporel

En fonction du nombre d'animaux trouvés morts ou euthanasiés, la marche a suivre est indiquée par les
fleches.

Pour la consultation du tableau, voir image

Annexe 2

CRITERES POUR LA CLASSIFICATION DE SUBSTANCES D'ESSAI DONT ON PRESUME
QUE LA DLso EST SUPERIEURE A 2000 MG/KG, SANS RECOURIR A L'ESSAI

Les critéres pour la catégorie de danger 5 sont destinés a permettre 1'identification de substances qui
ont une toxicité aigué relativement faible mais qui, dans certaines conditions, peuvent se révéler
dangereuses pour des populations vulnérables. Ces substances sont présumées avoir une DLso orale ou
cutanée comprise dans la plage 2000-5 000 mg/kg ou correspondant a des doses équivalentes par
d'autres voies. Les substances d'essai devraient étre classées dans la catégorie SGH de danger 5,
définie par 2 000 mg/kg < DLso < 5 000 mg/kg, dans les cas suivants :

a) lorsque, en fonction de la mortalité, I'un des schémas des annexes 1A a 1D oriente la substance vers
cette catégorie;

b) lorsque 1'on est déja en possession de données fiables indiquant que la DLso se situera dans la plage
des valeurs de la catégorie 5; ou lorsque d'autres études sur des animaux ou l'observation d'effets
toxiques chez I'nomme suscitent de sérieuses inquiétudes pour la santé humaine;

¢) par extrapolation, évaluation ou mesure de données, lorsque la classification dans une catégorie de
plus grand danger n'est pas justifiée et

- il existe des informations fiables faisant état d'effets toxiques significatifs chez I'homme, ou

- une certaine mortalité est observée en testant par voie orale jusqu'aux valeurs de la catégorie 4, ou

- lorsqu'un jugement d'expert confirme 1'existence de signes cliniques significatifs de toxicité lors d'un
essai mené jusqu'aux valeurs de la catégorie 4, hormis diarrhée, hérissement des poils ou aspect mal
soigné, ou

- quand un jugement d'expert confirme 1'existence d'informations fiables indiquant la possibilité
d'effets aigus significatifs d'apres les résultats des autres études sur animaux.

ESSAIS A DOSES SUPERIEURES A 2 000 MG/KG

Par souci de protection des animaux, I'essai de substances a la dose de 5 000 mg/kg est déconseillé et
ne devrait étre envisagé que lorsqu'il est fort probable que les résultats d'un tel essai présenteront un
intérét direct pour la protection de la santé des hommes et des animaux (10). Aucun essai ne doit étre
effectué a des doses plus élevées.

Lorsqu'un essai a 5 000 mg/kg est nécessaire, une seule étape suffit (c-a-d trois animaux). Si le
premier animal traité meurt, I'essai se poursuit a la dose de 2 000 mg/kg comme indiqué dans les
schémas de l'annexe 1. Si le premier animal traité survit, deux autres animaux sont traités. Si un seul
des trois animaux meurt, la DLso est présumée supérieure a 5 000 mg/kg. Si les deux animaux
meurent, l'essai se poursuit a la dose de 2 000 mg/kg.

Pour la consultation du tableau, voir image

Vu pour étre annexé a Notre arrété du 17 mars 2005.
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Annexe 1D

«B. 4. TOXICITE AIGUE : IRRITATION/CORROSION CUTANEE

1. METHODE

Cette méthode est équivalente a la ligne directrice TG 404 (2002) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

La mise a jour de cette méthode a porté plus particuliérement sur les possibilités d'améliorer le
traitement des animaux de laboratoire et sur I'évaluation de toutes les informations existantes se
rapportant aux substances d'essai en vue d'éviter les tests inutiles sur animaux. La présente méthode
recommande d'analyser la valeur probante des résultats pertinents déja disponibles avant de procéder a
l'essai in vivo de corrosion/irritation décrit ci-apres. Les données manquantes pourront étre comblées
par des essais séquentiels (1). La démarche expérimentale, décrite en annexe, inclut la réalisation
d'essais in vitro validés et acceptés. Il est également recommandé d'opter, le cas échéant, pour une
application successive plutdt que simultanée des trois timbres sur I'animal dans 1'essai in vivo initial.
Pour assurer a la fois la fiabilité des résultats scientifiques et le bien-€tre animal, on ne procédera pas
aux essais in vivo tant que la valeur probante de toutes les données relatives au caractére
éventuellement corrosif ou irritant pour la peau de la substance n'aura pas été analysée. Ces données
comprendront les résultats d'études menées sur des humains et/ou des animaux, des données relatives a
l'effet corrosif ou irritant d'une ou plusieurs substances structurellement proches de la substance d'essai
ou de mélanges de ces substances, des données démontrant la forte acidité ou alcalinité de la substance
(2) (3), et des résultats d'essais in vitro ou ex vivo validés et acceptés (4) (5) (5a). Cette analyse devrait
réduire la nécessité de tester in vivo l'effet corrosif ou irritant sur la peau des substances pour
lesquelles des études antérieures ont déja livré suffisamment d'informations quant a ces deux aspects.
La démarche expérimentale préconisée, de type séquentiel, comporte des essais de corrosion et
d'irritation in vitro ou ex vivo validés et acceptés, et est décrite dans 1'annexe de la présente méthode.
Cette démarche, élaborée au cours d'un atelier de 'OCDE (6) et recommandée a 1'unanimité par les
participants a cet atelier a été adoptée a titre de recommandation dans le cadre du Globally
Harmonized System for the Classification of Chemical Substances (GHS) [Systéme de classification
des substances chimiques harmonisé a I'échelon mondial] (7). Bien que cette stratégie séquentielle ne
fasse pas partie intégrante de la méthode d'essai B.4, elle constitue cependant la procédure
recommandée avant d'entreprendre les essais in vivo. S'agissant de nouvelles substances, on préconise
de suivre une démarche expérimentale par étapes pour obtenir des résultats scientifiques fiables sur
l'effet corrosif ou irritant de la substance. En ce qui concerne les substances existantes dont les
données sur l'effet corrosif ou irritant sont insuffisantes, on suppléera a ces derniéres en appliquant
cette stratégie. Le choix d'une autre démarche expérimentale ou la décision de ne pas procéder par
étapes doivent étre justifiés.

Si l'analyse de la valeur probante des résultats ne permet pas de déterminer l'effet corrosif ou irritant,
on envisagera un essai in vivo compatible avec la démarche séquentielle (voir annexe).

1.2 DEFINITIONS

L'irritation cutanée désigne l'apparition de lésions cutanées réversibles consécutives a l'application
d'une substance d'essai durant une période de quatre heures au maximum.

La corrosion cutanée désigne la survenue de 1ésions cutanées irréversibles, et plus précisément d'une
nécrose visible a travers 1'épiderme et dans le derme, a la suite de I'application d'une substance d'essai
durant une période de quatre heures au maximum. La corrosion cutanée se manifeste par des ulcéres,
des saignements, des crofites saignantes et, au terme de la période d'observation de 14 jours, par une
décoloration due au palissement de la peau, des zones d'alopécie totale et des escarres. Un examen
histopathologique sera envisagé en cas de 1ésions douteuses.

1.3 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

Une seule dose de la substance d'essai est appliquée sur la peau de 1'animal choisi pour I'expérience,
les zones non traitées de la peau de I'animal servant de témoin. L'expérimentateur observe et note
selon une échelle de valeurs le degré d'irritation ou de corrosion a intervalles déterminés, et le décrit de
facon plus détaillée afin de fournir une évaluation compléte des effets. La durée de 1'étude doit étre



suffisante pour permettre d'évaluer la réversibilité des effets observés.

Les animaux qui manifestent des signes persistants de détresse et/ou de douleur aigués a n'importe
quel stade de I'essai doivent étre euthanasiés, et ces symptomes seront pris en compte dans I'évaluation
de la substance. Les critéres régissant la décision d'euthanasier les animaux moribonds et souffrant
fortement sont définis dans un document cité en référence (8).

1.4 DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

1.4.1 Préparation de I'essai in vivo

1.4.1.1 Sélection de 'espece animale

On choisira de préférence de jeunes adultes sains parmi les lapins albinos. L'utilisation d'une autre
espéce sera justifiée, le cas échéant.

1.4.1.2 Préparation des animaux

Environ 24 heures avant I'essai, la région dorsale du tronc des animaux sera tondue a ras. On prendra
soin de ne pas égratigner leur peau et seuls des animaux présentant une peau saine et intacte seront
utilisés.

La fourrure de certaines souches de lapins est plus touffue par endroits et ce phénomene est plus
marqué a certaines périodes de l'année. Ces plages a forte pilosité ne doivent pas recevoir la substance
d'essai.

1.4.1.3 Conditions d'hébergement et d'alimentation

Les animaux sont placés dans des cages individuelles. La température du local expérimental est réglée
420 °C (+ 3 °C) pour les lapins. L'humidité relative doit atteindre au moins 30 pour cent et rester de
préférence inférieure a 70 pour cent, mais en dehors des heures de nettoyage du local, on s'efforcera de
maintenir le taux d'humidité autour de 50 a 60 pour cent. On appliquera un éclairage artificiel,
alternant 12 heures de lumicre et 12 heures d'obscurité. Les lapins seront nourris avec un mélange
classique pour animaux de laboratoire et boiront de 1'eau potable a volonté.

1.4.2 Mode opératoire

1.4.2.1 Application de la substance d'essai

La substance d'essai est appliquée sur une petite zone (environ 6 cm?) de la peau et recouverte par une
compresse de gaze, maintenue en place a l'aide d'un sparadrap non irritant. Si l'application directe est
impossible (dans le cas de liquides ou de certaines pates, par exemple), la substance d'essai est d'abord
appliquée sur la compresse de gaze, laquelle est ensuite placée sur la peau. La compresse doit étre
maintenue en contact souple avec la peau a l'aide d'un pansement semi-occlusif durant la période
d'exposition. Si la substance d'essai est déposée sur la compresse, celle-ci doit étre fixée sur la peau de
facon a ce que la substance y soit répartie uniformément et entre bien en contact avec elle. On fera en
sorte que l'animal n'ait pas accés a la compresse et ne puisse ingérer ou inhaler la substance d'essai.
Les substances liquides sont généralement testées a 1'état non dilué. Si la substance d'essai est solide
(elle peut étre pulvérisée si nécessaire), il y a lieu de I'humidifier avec la plus petite quantité d'eau (ou
au besoin d'un autre véhicule appropri¢) nécessaire a assurer un bon contact avec la peau. Lorsqu'on
utilise un véhicule autre que 1'eau, l'influence éventuelle du véhicule sur l'irritation de la peau par la
substance d'essai doit étre minimale.

A la fin de la période d'exposition, qui dure normalement 4 heures, on enléve ce qui peut 1'étre de la
substance d'essai restante, avec de 1'eau ou un solvant approprié sans interférer avec la réaction ni
altérer l'intégrité de 1'épiderme.

1.4.2.2 Dose

Une dose de 0,5 ml de liquide ou de 0,5 g de solide ou de pate est appliquée sur la plage a tester.
1.4.2.3 Essai initial (essai d'irritation/corrosion cutanée in vivo sur un seul animal)

11 est fortement recommandé de commencer par pratiquer l'essai in vivo sur un seul animal, surtout
lorsqu'on pense que la substance risque d'étre corrosive. Cette précaution obéit a la démarche
expérimentale séquentielle (voir annexe 1).

Dés lors qu'une substance est jugée corrosive d'apres I'analyse de la valeur probante des résultats, tout
essai sur animal s'avére superflu. Pour la plupart des substances risquant d'étre corrosives, il n'est
généralement pas nécessaire de procéder a un essai in vivo. Toutefois, si 1'on estime que les données
disponibles ne sont pas assez convaincantes, on peut réaliser un essai limité sur un animal en suivant la
procédure décrite ci-apres. Jusqu'a trois timbres d'essai sont appliqués successivement sur 'animal. Le
premier timbre est enlevé apres trois minutes. Si aucune réaction cutanée grave n'est constatée, un
deuxiéme timbre est appliqué et retiré apres une heure. Si les observations effectuées a ce stade



indiquent que l'exposition peut étre étendue a quatre heures sans que cela fasse trop souffrir 1'animal,
I'expérimentateur appliquera un troisiéme timbre durant quatre heures et attribuera une cote a la
réaction.

Si un effet corrosif est détecté a l'issue d'une des trois expositions séquentielles, 1'essai s'acheve
immédiatement. Si aucun effet corrosif n'est relevé apres l'enlévement du troisiéme timbre, I'animal est
gardé en observation durant 14 jours, a moins qu'un effet corrosif se déclare avant.

Dans les cas ou I'on s'attend a ce que la substance d'essai soit peut-€tre irritante, mais pas corrosive, un
seul timbre sera appliqué sur un animal durant quatre heures.

1.4.2.4 Essai confirmatoire (essai d'irritation cutanée in vivo sur des animaux supplémentaires)

Si I'essai initial ne révéle aucun effet corrosif, il convient de confirmer la réaction irritante ou négative
sur deux animaux supplémentaires, traités chacun avec un timbre maintenu durant quatre heures. Si
l'essai initial produit un effet irritant, I'essai confirmatoire peut étre conduit en mode séquentiel ou par
lI'exposition simultanée de deux animaux supplémentaires. Au cas exceptionnel ou l'essai initial ne
serait pas pratiqué, deux ou trois animaux peuvent étre traités au moyen d'un seul timbre appliqué
durant quatre heures. Si I'on utilise deux animaux et qu'ils expriment la méme réaction, il n'est pas
nécessaire de poursuivre l'essai. Dans le cas contraire, le troisiéme animal est également testé.
L'utilisation d'animaux supplémentaires pourra €tre requise si les réactions sont équivoques.

1.4.2.5 Période d'observation

La durée de la période d'observation devrait étre suffisante pour permettre d'évaluer complétement la
réversibilité des effets observés. Il faudra cependant mettre fin a 1'expérience dés que I'animal montre
des signes persistants de douleur ou de détresse aigués. La réversibilité des effets est déterminée par
I'observation des animaux sur une période s'étendant jusqu'a 14 jours apres l'enlévement des timbres.
Si la réaction s'avére réversible avant le quatorziéme jour, I'expérience s'achéve a ce moment-la.
1.4.2.6 Observations cliniques et cotation des réactions cutanées

L'observation des signes d'érythéme et d'oedéme chez tous les animaux et la cotation des réactions
s'effectuent au bout de 60 minutes et ensuite 24, 48 et 72 heures aprés I'enlévement du timbre.
S'agissant de I'animal du test initial, la plage soumise a 1'épreuve est aussi examinée immédiatement
apres l'enlévement du timbre. Les réactions cutanées sont cotées et consignées conformément a
I'échelle figurant dans le tableau ci-apres. Si la peau présente des I€sions qui ne caractérisent pas une
irritation ou une corrosion aprés 72 heures, il pourra étre nécessaire d'observer 1'animal jusqu'au
quatorziéme jour afin de déterminer la réversibilité des effets. En plus de 1'observation de l'irritation,
tous les effets toxiques locaux, tels qu'un desséchement de la peau, et tout effet systémique nocif (par
exemple, des effets se manifestant par des signes cliniques de toxicité et sur le poids corporel) doivent
étre relevés et décrits en détail. L'examen histopathologique est & envisager en cas de réactions
équivoques.

La cotation des réactions cutanées est forcément subjective. L'harmonisation de la cotation des
réactions cutanées et I'appui aux laboratoires d'essai ainsi qu'au personnel chargé d'effectuer et
d'interpréter les observations passent par une formation adéquate des expérimentateurs au systéme de
cotation utilisé (voir tableau ci-aprés). Un manuel illustré sur la cotation de l'irritation cutanée et
d'autres 1ésions pourrait étre utile (9). La cotation des réactions cutanées devrait faire 1'objet d'une
évaluation a l'aveugle.

2. RESULTATS

2.1 PRESENTATION DES RESULTATS

Les résultats de 1'é¢tude devraient étre récapitulés dans un tableau joint au rapport d'essai final et
couvrir tous les aspects énumérés au paragraphe 3.1.

2.2 EVALUATION DES RESULTATS

Le degré d'irritation cutanée devrait étre évalué en considération de la gravité des 1ésions et de leur
caractére réversible ou non. Les cotes individuelles ne fournissent pas une valeur absolue des
propriétés irritantes d'une substance, celles-ci étant évaluées parallélement a d'autres effets de la
substance. Ces cotes individuelles doivent plutot étre considérées comme des valeurs de référence, a
évaluer en association avec toutes les autres observations effectuées au cours de 1'étude.

L'évaluation des réactions d'irritation doit tenir compte de la réversibilité des 1ésions cutanées. Si des
réactions, telles qu'une alopécie (sur une aire limitée), une hyperkératose, une hyperplasie et une
desquamation, persistent jusqu'a la fin de la période d'observation de 14 jours, il y a lieu de considérer
la substance d'essai comme irritante.



3. RAPPORT

3.1 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes :

Justification de 1'essai in vivo : analyse de la valeur probante des résultats disponibles avant I'essai,
notamment des résultats de la démarche expérimentale séquentielle :

- description des données pertinentes livrées par des essais précédents;

- données obtenues a chaque étape de la démarche expérimentale;

- description des essais in vitro effectués, exposant le détail des procédures et les résultats obtenus
avec les substances d'essai et de référence;

- justification de 1'étude in vivo aprés analyse de la valeur probante des résultats disponibles.
Substance d'essai :

- données d'identification (par exemple, numéro CAS, source, pureté, impuretés connues, numéro de
lot);

- état physique et propriétés physico-chimiques (par exemple, pH, volatilité, solubilité, stabilité);

- s'il s'agit d'un mélange : composition et pourcentages relatifs des constituants.

Véhicule :

- identification, concentration (s'il y a lieu), volume utilisé;

- justification du choix du véhicule.

Animaux d'expérience :

- espeéce/souche utilisée, justification de l'utilisation éventuelle d'un animal autre que le lapin albinos;
- nombre d'animaux de chaque sexe;

- poids de chaque animal au début et a la fin de I'essai;

- dge des animaux au début de l'essai;

- source des animaux, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc.

Conditions expérimentales :

- technique de préparation du site d'application;

- détails concernant la composition du timbre et la technique d'application de ce dernier;

- détails sur la préparation, I'application et 'enlévement de la substance d'essai.

Résultats :

- tableau faisant apparaitre, pour chaque animal et a chaque relevé, les cotes attribuées aux réactions
d'irritation/corrosion observeées;

- description de toutes les 1ésions observées;

- description circonstanciée de la nature et du degré d'irritation ou de corrosion observé, et de tout effet
histopathologique;

- description de tout autre effet local néfaste (par exemple, desséchement de la peau) et des effets
systémiques.

Discussion des résultats
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TABLEAU I : COTATION DES REACTIONS CUTANEES

Pour la consultation du tableau, voir image

Maximum possible : 4

Pour la consultation du tableau, voir image

Maximum possible : 4

Un examen histopathologique pourra étre réalisé en cas de réaction équivoque.

Annexe

Démarche expérimentale séquentielle pour les essais d'irritation et de corrosion cutanées
CONSIDERATIONS GENERALES

Si cette démarche expérimentale séquentielle ne fait pas partie intégrante de la méthode d'essai B.4,
elle constitue cependant la procédure recommandée pour déterminer I'effet irritant ou corrosif sur la
peau. Cette procédure représente a la fois la meilleure pratique et une référence éthique dans ce
domaine. La méthode d'essai décrit le mode opératoire de I'essai in vivo et récapitule les facteurs a
prendre en considération avant d'entamer l'essai. La démarche indique comment évaluer les données
existantes relatives aux propriétés irritantes ou corrosives des substances et présente les différentes
étapes permettant d'obtenir des données pertinentes sur les substances qui réclament d'autres études ou
qui n'ont pas encore été étudiées. Elle recommande également, dans certaines circonstances, la
réalisation d'essais in vitro ou ex vivo d'irritation et de corrosion cutanées, validés et acceptés.

Pour concilier la fiabilité des résultats scientifiques et le bien-étre animal, il importe d'éviter
l'utilisation inutile d'animaux d'expérience et de réduire au minimum toute procédure expérimentale
susceptible de déclencher des effets graves chez les animaux. Avant d'envisager un essai in vivo, on
évaluera toutes les informations relatives a 1'éventuel pouvoir corrosif/irritant d'une substance sur la
peau. Il se peut que les données disponibles suffisent a classer une substance d'essai quant a son
pouvoir irritant ou corrosif, sans qu'il soit nécessaire d'effectuer des essais sur animaux. Ainsi, le
recours a une analyse de la valeur probante des résultats et I'adoption d'une démarche expérimentale
séquentielle limiteront au maximum la nécessité de pratiquer des essais in vivo, surtout lorsqu'il est
probable que la substance va engendrer de graves effets.

11 est recommandé d'évaluer les informations existantes concernant le pouvoir irritant ou corrosif des
substances a 'aide d'une analyse de la valeur probante des résultats, afin d'établir la nécessité de
réaliser des études supplémentaires, autres que des études cutanées in vivo, pour contribuer a
caractériser ce pouvoir. Si cette nécessité se confirme, une démarche expérimentale séquentielle est
préconisée pour produire les données expérimentales pertinentes. S'agissant des substances qui n'ont
pas encore fait I'objet d'essais, il convient d'obtenir 1'ensemble des données permettant d'évaluer le
pouvoir corrosif ou irritant de la substance par une démarche séquentielle. La démarche expérimentale
exposée dans cette annexe a été ¢laborée au cours d'un atelier de 'OCDE (1) avant d'étre entérinée et
complétée dans le cadre du Systéme harmonisé de classification intégrée des risques pour la santé
humaine et I'environnement liés aux substances chimiques (Harmonized Integrated Hazard
Classification System for Human Health and Environmental Effects of Chemical Substances), adopté
par la vingt-huitiéme Réunion conjointe du Comité sur les produits chimiques et du Groupe de travail
sur les produits chimiques, les pesticides et la biotechnologie, en novembre 1998 (2).



DESCRIPTION DE LA STRATEGIE D'EVALUATION ET D'ESSAI

Avant d'entreprendre les essais inscrits dans la démarche expérimentale séquentielle (figure), il faut
évaluer toutes les informations disponibles afin d'établir la nécessité d'effectuer des essais cutanés in
vivo. Bien que I'évaluation de certains parametres particuliers puisse livrer des informations
significatives (par exemple un pH extréme), la totalité des informations existantes doit étre prise en
considération. L'analyse de la valeur probante des résultats portera sur toutes les données pertinentes
concernant les effets de la substance en question, ou de ses analogues; elle débouchera sur une
décision qui devra étre justifiée. Il conviendra d'accorder une place prépondérante aux données se
rapportant aux humains et aux animaux, et d'examiner ensuite les résultats des essais in vitro ou ex
vivo sur la substance. Les essais in vivo de substances corrosives devront étre évités chaque fois que
cela est possible. Les facteurs pris en compte dans la démarche expérimentale sont repris ci-apres :
Evaluation des données existantes sur les humains et les animaux (premicre étape). Les données
existantes sur I'étre humain, par exemple des études cliniques ou sur les conditions de travail et des
rapports sur des cas relevant de ces disciplines, et/ou les résultats d'essais sur animaux, par exemple
des essais de toxicité par exposition cutanée unique ou répétée, sont & examiner en premier car ils
livrent des informations directement liées aux effets sur la peau. Les substances dont le pouvoir irritant
ou corrosif est avéré et celles dont le caractére non corrosif et non irritant a été clairement démontré ne
doivent pas faire I'objet d'études in vivo.

Analyse des relations structure-activité (RSA) (deuxiéme étape). Le cas échéant, les résultats d'essais
sur des substances structurellement proches doivent étre pris en considération. S'il existe suffisamment
de données relatives aux humains et/ou aux animaux sur des substances structurellement proches ou
sur des mélanges de ces substances pour attester leur pouvoir corrosif ou irritant, on peut supposer que
la substance étudiée provoquera les mémes réactions. Auquel cas, il n'est plus forcément nécessaire de
tester la substance. Des résultats négatifs lors d'études de substances structurellement proches ou de
mélanges de ces substances ne constituent pas une preuve suffisante de l'effet non corrosif ou non
irritant d'une substance dans le cadre de la démarche expérimentale séquentielle. On déterminera le
pouvoir corrosif ou irritant pour la peau en appliquant une méthode d'analyse RSA validée et acceptée.
Propriétés physico-chimiques et réactivité chimique (troisiéme étape). Les substances présentant des
valeurs de pH extrémes, par exemple, =< 2,0 ou >= 11,5, sont susceptibles d'induire de fortes réactions
locales. Si une valeur de pH extréme est un indice décisif quant au caractére corrosif d'une substance,
son pouvoir tampon doit également entrer en ligne de compte (3)(4). Si le pouvoir tampon donne a
penser que la substance peut ne pas étre corrosive pour la peau, cette hypothése demande a étre
confirmée par un autre essai, de préférence un essai in vitro ou ex vivo validé et accepté (voir étapes 5
et 6).

Toxicité cutanée (quatriéme étape). S'il est prouvé qu'une substance chimique est trés toxique par voie
cutanée, une étude d'irritation ou de corrosion cutanée risque d'étre impossible a réaliser in vivo, la
quantité de substance d'essai normalement appliquée pouvant dépasser la dose trés toxique et entrainer
ainsi la mort des animaux ou les faire terriblement souffrir. En outre, lorsque des études de toxicité
cutanée ont déja été menées sur des lapins albinos jusqu'a la dose limite de 2 000 mg/kg de poids
corporel, ou au-dela, et qu'aucune irritation ou corrosion cutanées n'ont été constatées, il n'est plus
forcément nécessaire d'effectuer un essai supplémentaire d'irritation ou de corrosion cutanée. Il
convient de faire attention a plusieurs aspects lorsqu'on évalue la toxicité cutanée aigué€ a partir
d'études antérieures. A titre d'exemple, les informations rapportées sur les 1ésions cutanées peuvent
étre incomplétes. Il se peut que les essais et les observations aient été effectués sur une autre espéce
que le lapin, or, la sensibilité aux substances est trés variable d'une espéce a l'autre. De méme, la forme
sous laquelle la substance d'essai a été appliquée sur les animaux peut ne pas convenir a I'évaluation de
l'irritation et de la corrosion cutanées (par exemple, la dilution des substances (5)). Néanmoins,
lorsque des études bien congues de toxicité cutanée ont été correctement menées sur le lapin, leurs
résultats négatifs peuvent &tre considérés comme une démonstration suffisante du caractére non irritant
ni corrosif de la substance.

Résultats des essais in vitro ou ex vivo (€tapes 5 et 6). Les substances dont le pouvoir fortement
irritant ou corrosif a ét¢ mis en évidence par un essai in vitro ou ex vivo validé et accepté (6) (7),
congu pour évaluer ces effets particuliers, ne doivent pas étre testées sur des animaux. Il est en effet
trés vraisemblable que ces substances produiront des effets semblables in vivo.

Essai in vivo sur des lapins (étapes 7 et 8). Si la décision d'effectuer une étude in vivo a été prise sur la



base d'une analyse de la valeur des résultats, celle-ci doit débuter par un essai initial réalisé sur un seul
animal. Si les résultats de cet essai indiquent que la substance est corrosive pour la peau, il ne faut pas
poursuivre les essais. Si I'essai initial ne montre aucun effet corrosif, il y a lieu de confirmer 1'absence
de réaction ou une réaction d'irritation sur un ou deux animaux supplémentaires exposés a la substance
durant quatre heures. Lorsque I'essai initial fait apparaitre un effet irritant, 'essai confirmatoire doit
étre conduit sur un mode séquentiel, ou par l'exposition simultanée des deux animaux supplémentaires.
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Annexe 1E

«B. 5. TOXICITE AIGUE : IRRITATION/CORROSION OCULAIRE

1. METHODE

Cette méthode est équivalente a la ligne directrice TG 405 (2002) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

La révision de la présente méthode a porté plus particulierement sur 1'évaluation préalable de toutes les
informations existantes se rapportant aux substances d'essai, afin d'éviter les essais inutiles sur les
animaux de laboratoire et contribuer ainsi a préserver le bien-€tre animal. Cette méthode préconise
d'analyser la valeur probante des résultats pertinents déja disponibles (1) avant de procéder a l'essai in
vivo de corrosion/irritation oculaire décrit ci-apres. 11 est conseillé de combler le manque de données
par des essais séquentiels (2)(3). La démarche expérimentale décrite en annexe a la présente méthode
inclut la réalisation d'essais in vitro validés et acceptés. Il est en outre recommand¢ d'effectuer un essai
d'irritation/corrosion cutanée in vivo, afin de prédire le pouvoir corrosif pour les yeux avant
d'envisager un essai oculaire in vivo.

Afin de concilier la fiabilité des résultats scientifiques et le bien-étre animal, on ne procédera pas aux
essais in vivo avant d'avoir analysé la valeur probante de toutes les données relatives au caractere
éventuellement corrosif ou irritant de la substance pour les yeux. Ces données comprendront les
résultats d'études menées sur des humains et/ou des animaux de laboratoire, des données relatives a



l'effet corrosif ou irritant d'une ou plusieurs substances structurellement proches de la substance d'essai
ou de mélanges de ces substances, des données démontrant la forte acidité ou alcalinité de la substance
(4)(5), et des résultats d'essais in vitro et ex vivo d'irritation et de corrosion cutanées validés et
acceptés (6)(6a). Ces études pourront étre effectuées avant ou apres l'analyse de la valeur probante des
résultats.

Pour certaines substances, une telle analyse peut faire ressortir la nécessité de mener des études in vivo
afin de déterminer le pouvoir corrosif/irritant de la substance pour les yeux. Dans de tels cas, il est
préférable, avant d'envisager un essai oculaire in vivo, de commencer par tester in vivo les effets
cutanés de la substance et de les évaluer conformément a la méthode d'essai B.4 (7). L'analyse de la
valeur probante des résultats, couplée a la stratégie d'essai séquentielle, devrait réduire la nécessité de
tester in vivo l'effet corrosif ou irritant sur les yeux des substances pour lesquelles des études
antérieures ont déja livré suffisamment d'informations quant a ces deux aspects. Si le pouvoir corrosif
ou irritant pour les yeux est impossible a déterminer par la démarche séquentielle, méme apres
réalisation d'un essai in vivo d'irritation/corrosion cutanée, on peut tester in vivo l'effet corrosif ou
irritant sur les yeux.

La démarche expérimentale préconisée, de type séquentiel, comporte des essais de corrosion et
d'irritation in vitro ou ex vivo validés, et est décrite dans l'annexe de la présente méthode. Cette
démarche, élaborée au cours d'un atelier de I'OCDE (8) et recommandée a 'unanimité par les
participants a cet atelier a été adoptée a titre de recommandation dans le cadre du Systéme de
classification des substances chimiques harmonisé a 1'échelon mondial (Globally Harmonized System
for the Classification of Chemical Substances - GHS) (9). Bien que cette stratégie séquentielle ne fasse
pas partie intégrante de la méthode d'essai B.5, elle constitue cependant la procédure recommandée
avant d'entreprendre les essais in vivo. S'agissant de nouvelles substances, cette démarche
expérimentale par étapes est préconisée pour obtenir des résultats scientifiques fiables sur I'effet
corrosif ou irritant de la substance. En ce qui concerne les substances existantes dont les données sur
l'effet corrosif ou irritant sur la peau et les yeux sont insuffisantes, on suppléera a ces derniéres en
appliquant cette stratégie. Le choix d'une autre démarche expérimentale ou la décision de ne pas
procéder par étapes doivent étre justifiés.

1.2 DEFINITIONS

L'irritation oculaire désigne des altérations oculaires qui surviennent a la suite de l'application d'une
substance d'essai sur la surface antérieure de 'oeil, et qui sont totalement réversibles dans les 21 jours
suivant le traitement.

La corrosion oculaire désigne la survenue de 1ésions tissulaires de 1'oeil ou une grave détérioration de
la vision, qui sont provoqués par l'application d'une substance d'essai sur la surface antérieure de 'oeil,
et qui ne sont pas totalement réversibles dans les 21 jours suivant le traitement.

1.3 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

La substance d'essai est appliquée en une seule dose sur un des yeux de l'animal d'expérience, 1'oeil
non traité servant de témoin. On évalue le degré de l'irritation ou de la corrosion oculaires en cotant la
gravité des Iésions affectant la conjonctive, la cornée et l'iris, a intervalles déterminés. Les autres
réactions de l'oeil et les troubles systémiques sont également décrits de manicre a fournir une
évaluation compléte des effets. La durée de 1'étude doit étre suffisante pour permettre d'évaluer la
réversibilité des effets.

Les animaux qui manifestent des signes persistants de détresse et/ou de douleur aigu€s a n'importe
quel stade de I'essai doivent étre euthanasiés, et ces symptomes seront pris en compte dans I'évaluation
de la substance. Les critéres régissant la décision d'euthanasier les animaux moribonds et souffrant
fortement sont définis dans un document cité en référence (10).

1.4 DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

1.4.1 Préparation de I'essai in vivo

1.4.1.1 Sélection de 'espece animale

On choisira de préférence de jeunes adultes sains parmi les lapins albinos. L'utilisation d'une autre
espéce ou souche sera justifiée, le cas échéant.

1.4.1.2 Préparation des animaux

Les deux yeux de chaque animal susceptible de participer a I'essai doivent étre examinés dans les 24
heures précédant le début de I'essai. Les animaux qui présentent des signes d'irritation oculaire, des
défauts oculaires ou une 1ésion de la cornée seront écartés.



1.4.1.3 Conditions d'hébergement et d'alimentation

Les animaux sont placés dans des cages individuelles. La température du local expérimental est réglée
a 20 °C (+ 3 °C) pour les lapins. L'humidité relative doit atteindre au moins 30 pour cent et rester de
préférence inférieure a 70 pour cent, mais en dehors des heures de nettoyage du local, on s'efforcera de
maintenir le taux d'humidité autour de 50 a 60 pour cent. On appliquera un éclairage artificiel,
alternant 12 heures de lumicre et 12 heures d'obscurité. Les lapins seront nourris avec un mélange
classique pour animaux de laboratoire et boiront de I'eau potable a volonté.

1.4.2 Mode opératoire

1.4.2.1 Application de la substance d'essai

L'expérimentateur introduit la substance d'essai dans le sac conjonctival d'un des yeux de chaque
animal, apres avoir délicatement écarté la paupicre inférieure du globe oculaire. Il rameéne ensuite
doucement les deux paupiéres I'une contre I'autre et les maintient dans cette position pendant environ
une seconde afin d'éviter toute perte de substance. L'autre oeil, qui ne subit pas de traitement, sert de
témoin.

1.4.2.2 Irrigation

11 ne faut pas laver les yeux des animaux traités pendant au moins 24 heures apres l'instillation de la
substance d'essai, & moins que celle-ci soit a I'état solide (voir paragraphe 1.4.2.3.2) ou déclenche
immédiatement des effets corrosifs ou irritants. Au besoin, un lavage pourra étre effectué a l'issue de
ce délai.

L'utilisation d'un groupe d'animaux satellite pour étudier l'influence du lavage n'est pas indiquée, a
moins qu'elle ne se justifie d'un point de vue scientifique. Le cas échéant, on utilisera deux lapins. Les
conditions du lavage doivent étre décrites minutieusement en indiquant, par exemple, le moment du
lavage, la composition et la température de la solution ophtalmique, la durée, le volume et la vitesse
d'application.

1.4.2.3 Dose

1.4.2.3.1 Essai de liquides

Pour les liquides, on utilise une dose de 0,1 mL. Il faut éviter d'instiller la substance directement dans
l'oeil avec un vaporisateur a pression; il est préférable d'en expulser d'abord le contenu, de prélever 0,1
mL de celui-ci dans une fiole et de l'instiller dans 1'oeil.

1.4.2.3.2 Essai de solides

Dans le cas des solides, pates ou substances particulaires, la quantité utilisée doit avoir un volume de
0,1 mL ou un poids ne dépassant pas 100 mg. La substance d'essai sera broyée finement. Il convient de
mesurer le volume de la substance solide apres 'avoir I€gérement tassée, par exemple en tapotant le
récipient de mesure. Si la substance d'essai solide n'a pas encore été évacuée de 'oeil de 1'animal par
des mécanismes physiologiques au premier moment d'observation, a savoir une heure apres le
traitement, l'oeil peut étre rincé a l'aide d'une solution saline ou a 'eau distillée.

1.4.2.3.3 Essai des aérosols

Il est recommandé de prélever une dose du contenu de tous les vaporisateurs a pression et aérosols
avant de l'instiller dans l'oeil. La seule exception concerne les substances conditionnées en bombes
aérosol sous pression, qui sont impossibles a recueillir préalablement a l'instillation car elles se
vaporisent. Dans ce cas, I'expérimentateur maintient I'oeil de 1'animal ouvert et administre la substance
a tester en un seul jet d'environ une seconde, émis a 10 cm et directement en face de I'oeil. Cette
distance peut étre modulée en fonction de la pression du jet et de sa composition. Il faut veiller a ce
que la pression du jet n'endommage pas l'oeil. Dans certains cas, il pourra étre nécessaire d'évaluer
I'ampleur des dégats « mécaniques » risquant d'étre causés a 1'oeil par la force du jet.

La dose d'aérosol peut étre estimée grace a une simulation de l'application menée comme suit : la
substance est projetée a travers une ouverture de la taille d'un oeil de lapin placée directement devant
un papier. L'augmentation de poids du papier donne une idée approximative de la quantité administrée
dans l'oeil du lapin. Pour une substance volatile, la dose peut étre estimée a partir du poids du récipient
(dans lequel elle est recueillie) avant et apres utilisation.

1.4.2.4 Essai initial (essai in vivo de l'effet irritant/corrosif sur les yeux mené sur un seul animal)
Conformément a la démarche expérimentale séquentielle (voir annexe 1), il est fortement recommandé
de commencer par pratiquer l'essai in vivo sur un seul animal.

Si les résultats de cet essai, mené selon la procédure décrite, indiquent que la substance est corrosive
ou fortement irritante pour l'oeil, il n'y a pas lieu de mener d'autres essais d'irritation oculaire.



1.4.2.5 Anesthésie locale

L'anesthésie locale se pratique au cas par cas. Si l'analyse de la valeur probante des résultats montre
que la substance risque de provoquer une douleur, ou si I'essai initial révéle que 'animal souffrira, un
anesthésique local peut étre administré avant l'instillation de la substance d'essai. Le type, la
concentration et la dose d'anesthésique doivent étre choisis avec soin pour éviter que son utilisation
n'influe sur la réaction a la substance d'essai. L'oeil témoin subira une anesthésie identique.

1.4.2.6 Essai confirmatoire (essai d'irritation oculaire in vivo sur des animaux supplémentaires)

Si I'essai initial ne fait apparaitre aucun effet corrosif, la réaction négative ou d'irritation demande a
étre confirmée sur un ou deux animaux supplémentaires. Si l'essai initial provoque une forte irritation,
indiquant que l'essai confirmatoire pourrait donner lieu a un effet trés marqué (irréversible), on
recommande de conduire I'essai confirmatoire sur un mode séquentiel en n'utilisant qu'un seul animal
a la fois, plutét que d'exposer les deux animaux simultanément. Si le deuxiéme animal manifeste des
signes de corrosion ou d'irritation grave, l'essai s'arréte 1a. On pourra utiliser d'autres animaux s'il y a
lieu de confirmer des réactions d'irritation faibles & modérées.

1.4.2.7 Période d'observation

La durée de la période d'observation doit étre suffisante pour permettre d'évaluer a fond I'ampleur et la
réversibilité des effets observés. Il faut cependant mettre un terme a l'expérience des qu'un animal
manifeste des signes persistants de détresse ou de douleur aigués (9). Pour déterminer la réversibilité
des effets, les animaux doivent normalement étre observés durant 21 jours apres I'administration de la
substance d'essai. Si la réversibilité est constatée avant ce délai, I'expérience prend fin a ce moment-Ia.
1.4.2.7.1 Observations cliniques et cotation de la gravité des réactions oculaires

On examine les yeux 1, 24, 48 et 72 heures apres 'application de la substance d'essai. Les animaux ne
seront maintenus a I'épreuve que le temps nécessaire pour obtenir un résultat concluant. Les animaux
manifestant des signes persistants de douleur ou de détresse aigu€s doivent étre euthanasiés
rapidement, et ces symptdmes sont a prendre en compte dans I'évaluation de la substance d'essai. Il
faudra également euthanasier les animaux qui présentent les 1ésions oculaires suivantes a la suite de
l'instillation : perforation de la cornée ou ulcération profonde de la cornée associée a un staphylome;
présence de sang dans la chambre antérieure de 1'oeil; opacité cornéenne de niveau 4 persistant durant
48 heures; absence de réflexe photomoteur (réaction iridienne de niveau 2) durant 72 heures;
ulcération de la membrane conjonctivale; nécrose des conjonctives ou de la membrane nictitante, ou
décollement du tissu nécrosé. L'euthanasie s'impose parce que ces Iésions sont généralement
irréversibles.

Les animaux qui ne présentent pas de 1ésions oculaires peuvent étre écartés, mais seulement a partir du
quatriéme jour suivant l'instillation. Les animaux affectés de 1ésions Iégeres & modérées doivent étre
gardés en observation jusqu'a ce que ces lésions disparaissent, ou durant 21 jours, soit jusqu'au terme
de I'étude. L'expérimentateur déterminera la nature et la gravité des Iésions ainsi que leur réversibilité
en observant les animaux aux septiéme, quatorziéme et vingt et uniéme jours.

L'intensité des réactions oculaires (conjonctives, cornée et iris) doit étre consignée a chaque examen
(tableau I). Toute autre lésion oculaire (par exemple un pannus, une coloration) et les troubles
systémiques doivent également étre signalés.

Pour examiner les réactions, on peut s'aider d'une loupe binoculaire, d'une lampe a fente portative, d'un
biomicroscope ou d'un autre appareil approprié. Apres l'enregistrement des observations effectuées a
la vingt-quatriéme heure, 1'examen des yeux peut se poursuivre a la fluorescéine.

La cotation des réactions oculaires est forcément subjective. L'harmonisation de la cotation des
réactions oculaires et 'appui aux laboratoires d'essai ainsi qu'au personnel chargé d'effectuer et
d'interpréter les observations passent par une formation adéquate des expérimentateurs au systéme de
cotation utilisé. La cotation des réactions cutanées devrait faire 'objet d'une évaluation a l'aveugle.

2. RESULTATS

2.2 EVALUATION DES RESULTATS

Le degré d'irritation oculaire devrait étre évalué en considération de la gravité des lésions et de leur
caractére réversible ou non. Les cotes individuelles ne fournissent pas une valeur absolue des
propriétés irritantes d'une substance, celles-ci étant évaluées parallélement a d'autres effets de la
substance. En revanche, les cotes individuelles ont une valeur de référence et ne sont significatives que
lorsqu'elles sont appuyées par une description et une évaluation complétes de toutes les observations.
3. RAPPORT



3.1 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes :

Justification de l'essai in vivo : analyse de la valeur probante des résultats d'essais préexistants,
notamment ceux qui procedent de la démarche expérimentale séquentielle

- description des données pertinentes livrées par des essais précédents;

- données obtenues a chaque étape de la démarche expérimentale;

- description des essais effectués in vitro, détaillant les procédures utilisées et mentionnant les résultats
obtenus avec les substances d'essai et avec les substances de référence;

- description de I'étude d'irritation/corrosion cutanée menée in vivo, mentionnant les résultats obtenus;
- justification de 1'étude in vivo aprés analyse de la valeur probante des résultats disponibles.
Substance d'essai :

- données d'identification (par exemple, numéro CAS, source, pureté, impuretés connues, numéro de
lot);

- état physique et propriétés physico-chimiques (par exemple, pH, volatilité, solubilité, stabilité,
réactivité avec I'eau);

- s'll s'agit d'un mélange : composition et pourcentages relatifs des constituants;

- si on a eu recours a une anesthésie locale : identification, pureté, type, dose et interaction potentielle
avec la substance d'essai.

Veéhicule :

- identification, concentration (s'il y a lieu), volume utilisé;

- justification du choix du véhicule.

Animaux d'expérience :

- espece/souche utilisée, justification de l'utilisation éventuelle d'un animal autre que le lapin albinos;
- age de chaque animal au début de 1'essai;

- nombre d'animaux de chaque sexe dans les groupes d'essai et témoin (le cas échéant);

- poids de chaque animal au début et a la fin de I'essai;

- source des animaux, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc.

Résultats :

- description de la méthode utilisée pour coter l'irritation a chaque moment d'observation (par exemple
lampe a fente portative, biomicroscope, fluorescéine);

- présentation sous forme de tableaux des réactions d'irritation ou de corrosion relevées chez chaque
animal et a chaque moment d'observation jusqu'a la fin de la participation de chaque animal a l'essai;
- description circonstanciée du degré et de la nature de l'irritation ou de la corrosion observées;

- description de toute autre 1ésion oculaire observée (par exemple vascularisation, formation d'un
pannus, adhérences, coloration);

- description des effets non oculaires locaux et des troubles systémiques, ainsi que des observations
histopathologiques, le cas échéant.

Discussion des résultats.

3.2 INTERPRETATION DES RESULTATS

L'extrapolation a I'humain des résultats d'études d'irritation oculaire menées sur des animaux de
laboratoire n'est valable que dans une certaine mesure. Dans bien des cas, le lapin albinos est plus
sensible que l'espéce humaine aux substances irritantes ou corrosives pour l'oeil.

Lors de l'interprétation des résultats, il faut savoir reconnaitre une irritation consécutive a une infection
secondaire, laquelle ne doit pas étre prise en compte.
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Annexe

Démarche expérimentale séquentielle pour les essais d'irritation et de corrosion oculaires
CONSIDERATIONS GENERALES

Pour concilier la fiabilité des résultats scientifiques et le bien-étre animal, il importe d'éviter
l'utilisation inutile d'animaux d'expérience et de réduire au minimum toute procédure expérimentale
susceptible de déclencher des effets graves chez les animaux. Avant d'envisager un essai in vivo, on
évaluera toutes les informations disponibles concernant I'éventuel pouvoir corrosif/irritant d'une
substance sur les yeux. Il se peut que les données disponibles suffisent a classer une substance d'essai
quant a son pouvoir d'irritation ou de corrosion oculaire, sans qu'il soit nécessaire d'effectuer des essais
sur animaux. Ainsi, le recours a une analyse de la valeur probante des résultats et I'adoption d'une
démarche expérimentale séquentielle limiteront au maximum la nécessité de pratiquer des essais in
vivo, surtout si la substance risque d'engendrer des réactions violentes.

11 est recommandé d'évaluer les informations existantes concernant le pouvoir irritant ou corrosif des
substances sur les yeux, a I'aide d'une analyse de la valeur probante des résultats, afin d'établir la
nécessité de réaliser des études supplémentaires, autres que des études in vivo sur 'oeil, pour
contribuer a caractériser ce pouvoir. Si cette nécessité se confirme, une démarche expérimentale
séquentielle est préconisée pour produire les données expérimentales nécessaires. S'agissant des
substances qui n'ont pas encore fait 1'objet d'essais, il convient d'obtenir I'ensemble des données
permettant d'évaluer le pouvoir corrosif ou irritant de la substance par une démarche séquentielle. La
démarche expérimentale exposée dans la présente annexe a été élaborée au cours d'un atelier de
I'OCDE (1). Elle a par la suite été entérinée et complétée dans le cadre du Systéme harmonisé de
classification intégrée des risques pour la santé humaine et I'environnement li€s aux substances



chimiques (Harmonized Integrated Hazard Classification System for Human Health and
Environmental Effects of Chemical Substances), adopté par la vingt-huitiéme Réunion conjointe du
Comité sur les produits chimiques et du Groupe de travail sur les produits chimiques, les pesticides et
la biotechnologie, en novembre 1998 (2).

Si cette démarche expérimentale séquentielle ne fait pas partie intégrante de la méthode d'essai B.5,
elle constitue cependant la procédure recommandée pour déterminer 1'effet irritant ou corrosif sur les
yeux. Cette procédure représente a la fois la meilleure pratique et une référence éthique dans ce
domaine. La méthode d'essai décrit le mode opératoire de I'essai in vivo et récapitule les facteurs a
prendre en considération avant d'envisager un tel essai. La démarche séquentielle préconise une
analyse de la valeur probante des données existantes concernant les propriétés d'irritation ou de
corrosion oculaires des substances et présente les différentes étapes permettant d'obtenir des données
pertinentes sur les substances qui nécessitent d'autres études ou qui n'ont pas encore été étudiées. Elle
préconise, dans un premier temps, la réalisation des essais in vivo ou ex vivo validés et acceptés, et
ensuite, dans certaines circonstances, la mise en oeuvre des études d'irritation/corrosion cutanée de la
méthode d'essai B.4.

DESCRIPTION DE LA DEMARCHE EXPERIMENTALE SEQUENTIELLE

Avant d'entreprendre les essais inscrits dans la démarche expérimentale séquentielle (figure), il faut
évaluer toutes les informations disponibles afin d'établir la nécessité d'effectuer des essais oculaires in
vivo. Bien que 1'évaluation de certains paramétres particuliers puisse livrer des informations
significatives (par exemple un pH extréme), la totalité des informations existantes doit étre prise en
considération. L'analyse de la valeur probante des résultats portera sur toutes les données pertinentes
concernant les effets de la substance en question et de ses analogues; elle débouchera sur une décision
qui devra étre justifiée. Il conviendra d'accorder une place prépondérante aux données se rapportant
aux humains et aux animaux, et d'examiner ensuite les résultats des essais in vitro ou ex vivo sur la
substance. Les essais in vivo de substances corrosives devront étre évités chaque fois que cela est
possible. Les facteurs pris en compte dans la démarche expérimentale sont repris ci-apres :

Evaluation des données existantes sur les humains et les animaux (étape 1). Les données existantes sur
'étre humain, notamment études cliniques, études sur les conditions de travail et rapports se rapportant
a ces études, et/ou les résultats d'essais réalisés sur des animaux dans le cadre d'études oculaires sont a
examiner en premier, car ils livrent des informations directement liées aux effets sur les yeux. Il
convient ensuite d'évaluer les résultats des études d'irritation/corrosion cutanée menées sur 'homme
et/ou l'animal. Les substances ayant un pouvoir avéré d'irritation ou de corrosion oculaires, de méme
que les substances qui provoquent une irritation ou corrosion cutanées ne doivent pas étre instillées
dans les yeux des animaux; ces dernieres substances sont a considérer comme étant également
corrosives et/ou irritantes pour les yeux. Les substances dont le caractére non corrosif et non irritant a
été démontré de maniére suffisante par des études oculaires antérieures ne doivent pas non plus faire
l'objet d'essais in vivo sur l'oeil.

Analyse des relations structure-activité (RSA) (étape 2). Le cas échéant, les résultats d'essais sur des
substances structurellement proches doivent étre pris en considération. S'il existe suffisamment de
données relatives aux humains et/ou aux animaux sur des substances structurellement proches ou sur
des mélanges de ces substances pour attester leur pouvoir corrosif ou irritant sur les yeux, on peut
supposer que la substance étudiée provoquera les mémes réactions. Auquel cas, il n'est plus forcément
nécessaire de tester la substance. Des résultats négatifs lors d'études de substances structurellement
proches ou de mélanges de ces substances ne constituent pas une preuve suffisante de 1'effet non
corrosif ou non irritant d'une substance dans le cadre de la démarche expérimentale séquentielle. On
déterminera le pouvoir corrosif ou irritant pour la peau et pour l'oeil en appliquant une méthode
d'analyse RSA validée et acceptée.

Propriétés physico-chimiques et réactivité chimique (étape 3). Les substances présentant des valeurs
de pH extrémes, par exemple, <= 2,0 ou => 11,5 sont susceptibles d'induire de fortes réactions locales.
Si une valeur de pH extréme est un indice décisif quant au caractere corrosif ou irritant d'une
substance pour l'oeil, son pouvoir tampon doit également entrer en ligne de compte (3)(4). Si le
pouvoir tampon donne a penser que la substance peut ne pas €tre corrosive pour l'oeil, cette hypothése
demande a étre confirmée par un autre essai, de préférence un essai in vitro ou ex vivo validé et
accepté (voir étapes 5 et 6).

Prise en compte des autres informations existantes (étape 4) Toutes les informations disponibles



concernant la toxicité systémique par voie cutanée doivent étre évaluées a ce stade. Il convient
également d'évaluer la toxicité cutanée aigué de la substance d'essai. Si la substance d'essai s'est
révélée trés toxique par voie cutanée, il n'est pas nécessaire de la tester sur les yeux. Méme s'il n'y a
pas nécessairement de lien entre la toxicité cutanée aigué et l'irritation/corrosion oculaire, on peut
considérer que si un agent est trés toxique par voie cutanée, il entrainera également une toxicité élevée
en cas d'instillation dans I'ocil. Ces données peuvent aussi étre prises en considération entre les étapes
2 et 3.

Résultats des essais in vitro ou ex vivo (€tapes 5 et 6) . Il est inutile de tester sur des animaux les
substances dont le pouvoir fortement irritant ou corrosif a été mis en évidence par un essai in vitro ou
ex vivo validé et accepté (7) (8) pour 1'évaluation spécifique de l'irritation/corrosion oculaire ou
cutanée. Il est en effet trés vraisemblable que ces substances produiront des effets semblables in vivo.
S'il n'existe pas d'essais in vitro /ex vivo validés et acceptés, il convient de passer directement a 1'étape
7 en ignorant les étapes 5 et 6.

Evaluation in vivo du pouvoir irritant ou corrosif de la substance sur la peau (étape 7) S'il n'existe pas
suffisamment d'éléments pour déterminer de fagcon concluante le pouvoir d'irritation/corrosion oculaire
d'une substance a partir des résultats des études susmentionnées, ce pouvoir doit étre évalué en premier
lieu in vivo, suivant la méthode d'essai B.4 (4) et son annexe (9). S'il apparait que la substance
provoque une corrosion ou une forte irritation cutanée, il y a lieu de la considérer comme corrosive ou
irritante pour 'oeil, a moins que d'autres éléments ne tendent a prouver le contraire. Auquel cas, un
essai oculaire in vivo ne serait pas nécessaire. Si la substance n'est pas corrosive ni trés irritante pour
la peau, il y a lieu de pratiquer un essai oculaire in vivo.

Essai in vivo sur des lapins (étapes 8 et 9) : 1'étude oculaire in vivo doit débuter par un essai initial
réalisé sur un seul animal. Si les résultats de cet essai indiquent que la substance est trés irritante ou
corrosive pour l'oeil, il ne faut pas poursuivre les essais. Si cet essai ne fait apparaitre aucun effet de
corrosion ni d'irritation marquée, un essai confirmatoire est pratiqué sur deux animaux
supplémentaires.
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Annexe 1F

«B.31. ETUDE DE LA TOXICITE POUR LE DEVELOPPEMENT PRENATAL

1. METHODE

Cette méthode est calquée sur la ligne directrice d'essai n® 414 (2001) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

La présente méthode d'essai relative a la toxicité pour le développement est destinée a livrer des
informations générales concernant les effets d'une exposition prénatale sur la femelle gravide et sur
I'organisme en développement qu'elle porte en elle; cela recouvre notamment 1'évaluation des effets
sur la meére, ainsi que la mortalité foetale, les anomalies structurelles ou les altérations de croissance
du foetus. Les déficits fonctionnels, qui représentent pourtant un aspect important du développement,
ne sont pas étudiés dans le cadre de la présente méthode d'essai. Ces déficits peuvent étre étudiés
séparément ou en complément a la présente méthode dans le cadre de la méthode d'essai relative a la
neurotoxicité pour le développement. Cette derniére méthode ainsi que la méthode relative a la toxicité
pour la reproduction sur deux générations indiquent comment dépister les déficits fonctionnels et
d'autres effets postnataux.

11 est possible que la présente méthode d'essai nécessite certaines adaptations dans des cas particuliers,
compte tenu, par exemple, des propriétés physico-chimiques ou toxicologiques spécifiques de la
substance d'essai. Ces adaptations sont acceptables lorsque des données scientifiques convaincantes
donnent a penser qu'elles rendront I'essai plus informatif. Le cas échéant, ces données scientifiques
devront étre soigneusement consignées dans le rapport d'essai.

1.2 DEFINITIONS

Toxicologie du développement : I'¢tude des effets nocifs sur un organisme en développement, qui
peuvent résulter d'une exposition antérieure a la conception, contemporaine au développement prénatal
ou postnatal, jusqu'a la maturation sexuelle. La toxicité pour le développement se manifeste
principalement par 1) la mort de I'organisme, 2) une anomalie structurelle, 3) une altération de
croissance, 4) un déficit fonctionnel. Autrefois, la toxicologie du développement était souvent
dénommée "tératologie".

Effet nocif : toute altération liée au traitement par rapport a une situation de référence, qui diminue la
capacité d'un organisme a survivre, se reproduire ou s'adapter a I'environnement. La toxicologie du
développement, prise dans son sens le plus large, inclut tous les effets qui interferent avec le
développement normal du produit de conception, avant et apres la naissance.

Altération de croissance : une altération qui touche les organes ou le poids corporel ou la taille de la
progéniture.

Altérations (anomalies) : altérations structurelles du développement qui comprennent les
malformations et les variations (28).

Malformation/Anomalie majeure : changement structurel considéré comme préjudiciable a 1'animal
(peut aussi étre 1étal) et généralement rare.

Variation/Anomalie mineure : changement structurel considéré comme peu ou pas préjudiciable a
I'animal; peut &tre transitoire et peut survenir fréquemment dans la population témoin.

Produit de conception : I'ensemble des produits de la fécondation d'un oeuf, a n'importe quel stade du
développement entre la fécondation et la naissance, comprenant les membranes extra-embryonnaires
et I'embryon ou le foetus.

Implantation (nidation) : la fixation du blastocyste a la muqueuse épithéliale de I'utérus, y compris la
pénétration du blastocyste dans I'épithélium utérin et la nidation dans I'endométre.

Embryon : le premier stade de développement d'un organisme, plus précisément la phase de
développement d'un oeuf fécondé qui commence apres 'apparition du grand axe et s'achéve quand
toutes les structures principales sont présentes

Embryotoxicité : nocivité pour la structure, le développement, la croissance et/ou la viabilité d'un
embryon.

Foetus : produit de conception, durant la période post-embryonnaire.

Foetotoxicité : nocivité pour la structure, le développement, la croissance et/ou la viabilité d'un foetus.
Avortement : expulsion prématurée hors de l'utérus des produits de conception : embryon ou foetus



non viable.

Résorption : phénoméne par lequel un produit de conception qui meurt aprés 1'implantation se résorbe
ou a été résorbé.

Résorption précoce : trace d'implantation non accompagnée d'un embryon ou d'un foetus
reconnaissable.

Résorption tardive : embryon ou foetus mort qui présente des changements dégénératifs externes.
DSET : Dose Sans Effet Toxique (correspond a la NOAEL : No Observed Adverse Effect Level)

1.3 SUBSTANCE DE REFERENCE

Aucune

1.4 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

Normalement, la substance d'essai est administrée aux femelles gravides, au moins a partir de la
nidation et jusqu'a la veille du sacrifice, lequel devrait étre programmé a une date aussi proche que
possible du jour probable de mise bas, sans étre trop tardif pour éviter la perte de données en cas de
mise bas prématurée. La méthode d'essai ne porte pas uniquement sur la période de 'organogenése
(comprise, par exemple entre le 5¢ et le 15 jour chez les rongeurs et entre le 6 et le 18° jour chez le
lapin), mais étudie aussi les effets survenus tout au long de la gestation, depuis le stade pré-
implantatoire, selon les besoins, jusqu'a la veille de la césarienne. Les femelles sont sacrifiées peu
avant la césarienne, le contenu utérin est examiné et les foetus étudiés pour détecter les anomalies
externes visibles ainsi que les modifications des tissus mous et du squelette.

1.5 DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

1.5.1 Choix de I'espece animale

11 est recommandé de pratiquer 1'essai sur I'espéce la plus appropriée et d'employer les espéces et les
souches de laboratoire couramment utilisées dans les essais de toxicité prénatale pour le
développement. L'espéce de rongeur préfére est le rat et I'espéce non-rongeur préféré est le lapin. Le
cas échéant, I'emploi d'une autre espece doit étre justifié.

1.5.2 Conditions d'encagement et d'alimentation

L'animalerie doit étre a 22 °C (+ 3°) pour les rongeurs et & 18 °C (+ 3°) pour les lapins, avec un taux
d'humidité relative d'au moins 30 % et de préférence inférieur a 70 % sauf durant le nettoyage de la
salle, 1'idéal se situant entre 50 et 60 %. On appliquera un éclairage artificiel, avec un cycle de 12
heures de clarté et 12 heures d'obscurité. Un régime alimentaire classique pour animaux de laboratoire,
avec eau potable a satiété, conviendra.

L'accouplement doit se dérouler dans des cages appropriées. Bien qu'il soit préférable de placer les
animaux s'étant accouplés dans des cages individuelles, I'encagement par petits groupes est aussi
acceptable.

1.5.3 Préparation des animaux

11 convient d'utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions du laboratoire pendant au moins 5
jours et n'ayant pas été soumis a d'autres essais. On indiquera l'espéce, la souche, la source, le sexe, le
poids et/ou 1'age des animaux d'expérience. Les animaux de tous les groupes d'essai devraient, dans
toute la mesure du possible, étre du méme age et du méme poids. On emploiera de jeunes femelles
adultes et nullipares pour chaque dose. On accouplera les femelles avec des males de la méme espéce
et de la méme souche, sans accoupler les membres d'une méme fratrie. Dans le cas des rongeurs, le
jour 0 de la gestation est celui ou 'on observe un bouchon vaginal et/ou la présence de sperme;
s'agissant des lapins, le jour 0 est ordinairement celui du coit ou de I'insémination artificielle si cette
technique est utilisée. Les femelles accouplées seront réparties au hasard entre groupes traités et
groupes témoins. On installera les cages de fagcon a réduire au minimum les éventuels effets liés a leur
emplacement. Chaque animal sera désigné par un numéro d'identification propre. En cas
d'accouplement par lots, les animaux d'un méme lot seront répartis uniformément entre les groupes.
De la méme facon, les femelles inséminées par un méme male seront réparties uniformément entre les
groupes.

1.6 MODE OPERATOIRE

1.6.1 Nombre et sexe des animaux

Chaque groupe traité et t¢émoin doit contenir un nombre de femelles suffisant pour qu'une autopsie
puisse étre pratiquée sur environ 20 femelles présentant un point d'implantation. Des groupes comptant
moins de 16 femelles présentant un point d'implantation risquent d'étre inadéquats. La mortalité
maternelle n'invalide pas nécessairement 1'étude, tant qu'elle demeure inférieure a 10 pour cent



environ.

1.6.2 Préparation des doses

Si on emploie un véhicule ou un autre additif pour faciliter I'administration des doses, il convient d'étre
attentif aux effets sur I'absorption, la distribution, le métabolisme et la rétention ou I'excrétion de la
substance d'essai, aux effets sur les propriétés chimiques de la substance d'essai, lesquels sont
susceptibles de modifier sa toxicité ainsi qu'aux effets sur la consommation de nourriture ou d'eau et
sur 1'état nutritionnel des animaux. Le véhicule ne doit pas étre toxique pour le développement ni
influer sur la reproduction.

1.6.3 Dosage

Normalement, la substance d'essai est administrée quotidiennement depuis la nidation (par exemple 5
jours apres l'accouplement) jusqu'a la veille du jour ou la césarienne est prévue. Si des études
préliminaires, le cas échéant, ne font pas état d'un risque élevé de pertes pré-implantatoires, il est
possible d'administrer le traitement pendant toute la durée de la gestation, depuis I'accouplement
jusqu'a la veille de la césarienne. Nul n'ignore que le stress ou des erreurs de manipulation pendant la
gestation peuvent engendrer des pertes prénatales. Afin de prévenir des pertes foetales non liées au
traitement, on évitera de manipuler inutilement les femelles gravides ou de les soumettre a des facteurs
de stress externes comme le bruit.

On utilise au moins trois doses différentes et un groupe témoin en parall¢le. Des animaux sains sont
répartis au hasard entre les groupes traités et témoins. Les doses doivent étre espacées de fagon a
produire une gradation des effets toxiques. Sauf limitations imposées par les propriétés physiques,
chimiques ou biologiques de la substance d'essai, la dose la plus élevée devrait avoir une certaine
toxicité pour le développement et/ou la mére (signes cliniques ou diminution du poids corporel), sans
entrainer la mort ni provoquer des souffrances importantes. Au moins une dose intermédiaire devrait
donner lieu a la plus faible manifestation observable de toxicité. La dose la plus faible ne devrait
produire aucun signe de toxicité pour la mere ou pour le développement. Il convient de choisir une
série décroissante doses afin de mettre en évidence une éventuelle relation dose-effet et une
concentration maximale sans effet nocif observé (DSET). L'écart optimal entre les doses d'une série
décroissante est généralement d'un facteur deux ou quatre et 1'adjonction d'un quatrieéme groupe d'essai
est souvent préférable a la fixation d'écarts trop importants (par exemple, supérieurs a un facteur dix).
Bien que le but soit d'établir une DSET maternelle, les études qui n'aboutissent pas a la détermination
de cette valeur sont également acceptables (1).

Les doses doivent étre choisies en tenant compte de toutes les données de toxicité disponibles ainsi
que des informations complémentaires sur le métabolisme et la toxicocinétique de la substance d'essai
ou de substances apparentées. Ces informations seront aussi utiles pour justifier I'échelle des doses.
On incorporera un groupe témoin en parallele. La substance d'essai n'est pas administrée a ce groupe
qui n'est traité que par le véhicule, le cas échéant. Tous les groupes doivent recevoir le méme volume
de substance d'essai ou de véhicule. Les animaux du ou des groupes témoins seront manipulés de la
méme fagon que les animaux du groupe d'essai. Les groupes témoins auxquels on administre le
véhicule doivent recevoir la plus grande quantité utilisée de ce dernier (celle que recoit le groupe traité
a la dose la plus faible).

1.6.4 Essai limite

Si un essai réalisé a une dose d'au moins 1 000 mg/kg de poids corporel/jour, administrée par voie
orale, selon la méthode décrite dans cette étude, n'entraine aucune toxicité apparente chez les femelles
gravides ou dans leur progéniture, et qu'aucun effet n'est escompté au vu des données disponibles
(concernant, par exemple, des composés présentant une structure et/ou une action métabolique
analogues) il n'est pas indispensable de mener une étude compléte sur trois doses différentes. Suivant
le niveau d'exposition humaine prévu, il peut étre nécessaire d'appliquer une dose orale plus élevée
dans l'essai limite. Pour d'autres modes d'administration, tels que l'inhalation ou l'application cutanée,
ce sont souvent les propriétés physicochimiques de la substance d'essai qui définissent et limitent le
niveau maximal d'exposition pouvant étre atteint (par exemple, I'application cutanée ne doit faire
apparaitre aucune toxicité locale grave).

1.6.5 Administration des doses

La substance d'essai ou le véhicule sont habituellement administrés oralement par intubation. Si
I'expérimentateur opte pour un autre mode d'administration, il devra motiver sa décision et justifier son
choix, et procéder aux modifications nécessaires (2) (3) (4). La substance d'essai doit étre administrée



a peu pres a la méme heure chaque jour.

Normalement, on calcule la dose destinée a chaque animal d'apreés la pesée la plus récente de ce
dernier. Il convient toutefois d'étre prudent lorsqu'on adapte la dose au cours du dernier tiers de la
gestation. On s'appuiera sur les données existantes pour sélectionner la dose de fagon a prévenir un
exces de toxicité pour la meére. Néanmoins, si on constate une toxicité excessive chez les méres
traitées, il faudra les euthanasier. Si plusieurs femelles gravides manifestent des signes de toxicité
excessive, on envisagera de sacrifier le groupe traité a cette dose. Si on recourt au gavage, il faudrait
de préférence administrer la substance en une seule fois a 1'aide d'une sonde gastrique ou d'une canule
appropriée. Le volume maximal de liquide administrable en une seule fois dépend de la taille de
I'animal. Ce volume ne devrait pas dépasser 1 ml/100 g de poids corporel, sauf dans le cas des
solutions aqueuses ou 1'on peut aller jusqu'a 2 ml/100 g de poids corporel. Lorsqu'on utilise de I'huile
de mais comme véhicule, le volume ne devrait pas excéder 0,4 ml/100 g de poids corporel. On réduira
au minimum la variabilité du volume d'essai en adaptant les concentrations de fagon a obtenir un
volume constant a toutes les doses.

1.6.6 Observation des meres

Les observations cliniques sont effectuées et notées au moins une fois par jour, de préférence a la ou
aux mémes heures, en tenant compte de la période durant laquelle on prévoit que les effets atteindront
leur intensité maximale. On consignera I'état des animaux, notamment, les animaux morts ou
moribonds, les changements comportementaux pertinents et tous les signes de toxicité apparents.
1.6.7 Poids corporel et consommation de nourriture

Les animaux sont pesés au jour 0 de gestation ou au plus tard au jour 3 si des animaux déja accouplés
sont fournis par un éleveur extérieur, puis au premier jour de traitement et au moins tous les trois jours
durant la période d'administration et enfin le jour du sacrifice.

Le relevé de la consommation d'aliments doit étre effectué tous les trois jours et coincider avec les
jours de pesée des animaux.

1.6.8 Autopsie

On sacrifiera les femelles un jour avant la date prévue de mise bas. Les femelles qui présentent des
signes d'avortement ou de mise bas prématurée avant la date prévue du sacrifice doivent étre sacrifiées
et faire 1'objet d'un examen macroscopique complet.

Juste aprés le sacrifice ou la mort en cours de 1'étude, les méres sont soumises a un examen
macroscopique destiné a mettre en évidence d'éventuels changements pathologiques ou anomalies
structurelles. Pour demeurer objectif, il est préférable que l'expérimentateur ignore la dose administrée
au groupe lors de l'observation des méres au cours de la césarienne et de I'examen subséquent des
foetus.

1.6.9 Examen du contenu utérin

Il y a lieu d'enlever I'utérus juste apres le sacrifice ou dés que possible apres la mort pour s'assurer de
I'état de gravidité des femelles. On examinera aussi les utérus apparemment non gravides (par
exemple, par coloration au sulfure d'ammonium chez les rongeurs et par la coloration de Salewski ou
par une méthode équivalente appropriée chez les lapins) pour confirmer la non-gravidité (5).

Les utérus gravides sont pesés, col inclus. Les poids des utérus gravides de femelles mortes en cours
d'essai ne sont pas déterminés.

On compte le nombre de corps jaunes chez les femelles gravides.

Le contenu utérin est examing afin de relever le nombre d'embryons ou de foetus morts et le nombre
de foetus viables. Il est nécessaire de décrire le degré de résorption pour évaluer la date approximative
de la mort du produit de conception (voir paragraphe 1.2).

1.6.10 Examen des foetus

11 convient de déterminer le sexe et le poids corporel de chaque foetus.

On recherche la présence d'altérations externes sur chaque foetus.

On examine les foetus pour voir s'ils présentent des altérations du squelette ou des tissus mous (par
exemple des variations et des malformations ou des anomalies) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14)
(15) (16) (17) (18) (19) (20) (21) (22) (23) (24). La catégorisation des altérations foetales est
préférable, mais facultative. Si on procéde a une catégorisation, il faut stipuler clairement les critéres
qui définissent chaque catégorie. On vérifiera avec une attention particuliere si le développement du
tractus génital n'a pas été altéré.

Pour les rongeurs, on prépare environ la moitié de chaque portée en vue de 1'examen des altérations



squelettiques. Le restant sera préparé en vue de I'examen des altérations des tissus mous, lequel sera
conduit au moyen de coupes sériées réalisées suivant des méthodes reconnues ou appropriées ou de
techniques soignées de dissection macroscopique.

S'agissant des non-rongeurs, par exemple les lapins, les éventuelles altérations des tissus mous et du
squelette doivent étre recherchées sur tous les foetus. On examine les corps de ces foetus en les
disséquant soigneusement pour repérer des altérations des tissus mous; cette opération peut faire appel
a une technique permettant d'effectuer un examen plus approfondi de la structure cardiaque interne
(25). Les tétes de la moitié des foetus examinés de cette maniére doivent étre prélevées et préparées en
vue de I'évaluation des altérations des tissus mous (notamment les yeux, le cerveau, les conduits
nasaux et la langue), selon des techniques classiques de coupes sériées (26) ou une méthode ayant la
méme sensibilité. Les corps de ces foetus et ceux des foetus intacts restants sont préparés puis
examinés pour établir s'ils présentent des altérations squelettiques, a I'aide des mémes méthodes que
pour les rongeurs.

2 RESULTATS

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Les résultats sont consignés séparément pour chaque femelle et sa progéniture, et résumés sous forme
de tableaux, reprenant pour chaque groupe d'essai et chaque génération, le nombre d'animaux présents
au début de 1'essai, le nombre d'animaux morts durant I'essai ou euthanasiés, la date de chaque mort ou
euthanasie, le nombre de femelles gravides, le nombre d'animaux présentant des signes de toxicité, la
description des signes de toxicité observés, notamment le moment ou ils ont débuté, leur durée et leur
gravité, les types d'observations pratiquées sur les embryons ou foetus et toutes les données pertinentes
sur la portée.

On évaluera les résultats numériques par une méthode statistique appropriée, en prenant la portée
comme unité pour l'analyse des résultats. Il convient d'utiliser une méthode statistique reconnue; le
choix de la méthode doit intervenir au stade de la conception de 1'é¢tude et doit étre justifié. Les
résultats concernant les animaux qui n'ont pas survécu jusqu'a la date programmée du sacrifice doivent
aussi étre consignés. Ces résultats peuvent étre inclus dans les moyennes des groupes, s'il y a lieu. La
pertinence des résultats obtenus pour ces animaux et partant, la décision de les inclure ou non dans une
moyenne de groupe, doit étre appréciée au cas par cas.

2.2 EVALUATION DES RESULTATS

Les résultats de I'¢tude de toxicité pour le développement prénatal doivent étre évalués du point de vue
des effets observés. L'évaluation doit comprendre les informations suivantes :

- les résultats des essais maternels et foetaux, incluant une évaluation de la relation, ou de I'absence de
relation, entre l'exposition des animaux a la substance d'essai et la fréquence et la gravité de tous les
effets observés;

- les critéres appliqués pour catégoriser, le cas échéant, les altérations externes des foetus, et les
altérations de leurs tissus mous ou de leur squelette;

- selon les besoins, les données antérieures relatives aux témoins pour affiner l'interprétation des
résultats de 1'étude;

- les nombres utilisés pour calculer tous les pourcentages ou indices;

- l'analyse statistique appropriée des résultats de 1'étude; il convient de fournir suffisamment
d'informations sur la méthode d'analyse, pour qu'un réviseur ou un statisticien indépendant puisse
réévaluer et reconstruire l'analyse.

Pour toute étude ne révélant aucun effet toxique, il y a lieu d'envisager des expériences
complémentaires destinées a déterminer l'absorption et la biodisponibilité de la substance d'essai.

2.3 INTERPRETATION DES RESULTATS

Une ¢étude de la toxicité pour le développement prénatal fournit des informations sur les effets de
I'exposition répétée a une substance administrée durant la gestation sur les méres et sur le
développement intra-utérin de leur progéniture. Les résultats de cette étude doivent étre interprétés a la
lumiére de ceux des études de toxicité subchronique, de reproduction, des études toxicocinétiques et
autres. Comme I'étude est centrée a la fois sur la toxicité générale du point de vue de la mére et sur la
toxicité pour le développement, ses résultats permettront dans une certaine mesure de distinguer les
effets sur le développement qui surviennent en I'absence d'une toxicité générale, des effets qui
n'apparaissent qu'a des doses qui sont également toxiques pour la mére (27).

3 RAPPORT



RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit inclure les informations particuliéres énumérées ci-dessous :

Substance d'essai :

- état physique et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques

- identification, y compris le numéro du CAS s'il est connu

- pureté

Véhicule (le cas échéant) :

- justification du choix du véhicule s'il différe de 1'eau.

Animaux d'expérience :

- espece et souche utilisée

- nombre et sexe des animaux

- origine, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc.

- poids de chaque animal au début de I'essai

Conditions d'essai :

- justification du choix des doses appliquées;

- détails concernant la préparation de la substance d'essai ou son incorporation aux aliments, la
concentration obtenue, la stabilité et 'nomogénéité de la préparation;

- détails sur 'administration de la substance d'essai;

- conversion de la concentration de la substance d'essai (ppm) dans la nourriture ou 1'eau de boisson en
dose administrée (mg/kg de poids corporel/jour), s'il y a lieu;

- conditions ambiantes

- détails concernant la qualité de 1'alimentation et de I'eau de boisson.

Résultats :

Données relatives a la toxicité pour la mere en fonction des doses, précisant entre autres :

- le nombre d'animaux au début de I'essai, le nombre de survivants, le nombre de femelles gravides, le
nombre d'avortements et de mises bas prématurées;

- le jour de la mort si celle-ci est intervenue en cours d'essai et le nombre des animaux ayant survécu
jusqu'au jour du sacrifice;

- les résultats concernant les animaux qui n'ont pas survécu jusqu'a la date du sacrifice doivent &tre
consignés, mais non inclus dans les comparaisons statistiques entre les groupes;

- le jour de l'observation de chaque signe clinique anormal et son évolution ultérieure;

- le poids corporel, sa variation et le poids de 1'utérus gravide, y compris, si on le souhaite, la variation
du poids corporel corrigée en fonction du poids de 1'utérus gravide;

- la consommation de nourriture, et d'eau si elle a été mesurée;

- les résultats de 'autopsie, y compris le poids de l'utérus;

- les valeurs de la DSET se rapportant aux effets sur la mére et sur le développement.

Données concernant les effets sur le développement en fonction des doses, pour les portées attestées
par des implantations, notamment :

- nombre de corps jaunes;

- nombre d'implantations, nombre et pourcentage de foetus vivants et morts et nombre de résorptions;
- nombre et pourcentage de pertes pré- et postimplantatoires.

Données concernant les effets sur le développement en fonction des doses, pour les portées
comportant des foetus vivants, notamment :

- nombre et pourcentage de descendants vivants;

- proportion de males et de femelles;

- poids corporel des foetus, de préférence par sexe et pour les deux sexes confondus;

- malformations externes, des tissus mous et du squelette et autres altérations pertinentes;

- critéres de catégorisation, le cas échéant;

- nombre total et pourcentage de foetus et de portées présentant une quelconque altération externe, des
tissus mous ou du squelette; types et fréquence des différentes anomalies et autres altérations
pertinentes.

Discussion

Conclusions.
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Annexe 1G

«B.35. ETUDE DE TOXICITE POUR LA REPRODUCTION SUR DEUX GENERATIONS

1. METHODE

Cette méthode est calquée sur la ligne directrice d'essai n® 416 (2001) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

La présente méthode d'essai relative a la toxicité pour la reproduction sur deux générations est destinée
a livrer des informations générales concernant les effets d'une substance d'essai sur l'intégrité et le
fonctionnement des appareils reproducteurs male et femelle, notamment la fonction gonadique, le
cycle oestral, le comportement a 1'égard de l'accouplement, la conception, la gestation, la mise-bas, la
lactation, le sevrage ainsi que la croissance et le développement de la descendance. L'étude peut aussi
montrer les effets de la substance d'essai sur la morbidité et la mortalité néonatales, fournir des
données préliminaires sur la toxicité prénatale et postnatale pour le développement et orienter des
essais ultérieurs. Cette méthode étudie non seulement la croissance et le développement de la
génération F1, mais évalue aussi I'intégrité et le fonctionnement des appareils reproducteurs male et
femelle, ainsi que la croissance et le développement de la génération F2. Il est possible d'obtenir des
informations supplémentaires sur la toxicité pour le développement et les déficits fonctionnels en
complétant le présent protocole par des études décrites dans les méthodes d'essai relatives a la toxicité
pour le développement et/ou a la neurotoxicité pour le développement, ou en procédant a des études
séparées a 'aide de méthodes d'essai appropriées.

1.2 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

La substance d'essai est administrée a différentes doses échelonnées suivant une gradation a plusieurs
groupes de males et de femelles. On administre la substance aux males de la génération P (génération
parentale) durant leur croissance et pendant au moins un cycle spermatogéne complet (environ 56
jours chez la souris et 70 jours chez le rat) afin de mettre en évidence tous ses effets nocifs sur la
spermatogenése. Les effets sur le sperme sont déterminés d'apres plusieurs paramétres, comme la
morphologie et la motilité des spermatozoides, sur des préparations de tissus et au cours d'un examen
histopathologique détaillé. Si 1'on dispose de données sur la spermatogenése provenant d'une
précédente étude a doses répétées de durée suffisante, par exemple 90 jours, il n'est pas nécessaire
d'inclure les males de la génération P dans I'évaluation. Il est toutefois recommandé de conserver des
échantillons ou des enregistrements numériques du sperme de la génération P, en vue d'une évaluation
ultérieure. Les femelles de la génération P doivent étre traitées durant la croissance et pendant
plusieurs cycles oestraux complets de maniére a pouvoir détecter tous les effets nocifs de la substance
d'essai sur le cycle oestral. La substance d'essai est administrée aux animaux de la génération P durant
la période d'accouplement, pendant les gestations qui en résultent et jusqu'au sevrage de la
descendance F1. Apreés le sevrage, la descendance F1 continue de recevoir la substance durant toute sa
croissance et I'administration se poursuit au cours de I'accouplement et de la production de la
génération F2, jusqu'au sevrage de cette derniére.

Tous les animaux subissent un examen clinique et pathologique destiné a mettre en évidence des
signes de toxicité; cet examen s'attache en particulier a I'évaluation des effets sur l'intégrité et le
fonctionnement des appareils reproducteurs male et femelle, ainsi que sur la croissance et le
développement de la descendance.

1.3 DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

1.3.1 Choix des espéces



Le rat est I'espéce qui convient le mieux a cet essai. Si on utilise une autre espece, il faut justifier ce
choix et effectuer les adaptations qui s'imposent. Les souches a faible taux de fécondité ou chez
lesquelles I'incidence des anomalies du développement est notoirement élevée sont a proscrire. Au
début de 1'¢tude, la variation pondérale des animaux utilisés doit étre minimale et ne doit pas dépasser
20 % du poids moyen des représentants de chaque sexe.

1.3.2 Conditions d'encagement et d'alimentation

L'animalerie doit étre a 22 °C (+3 °C), avec un taux d'humidité relative d'au moins 30 % et de
préférence inférieur a 70 %, sauf pendant le nettoyage de la salle, l'idéal se situant entre 50 et 60 %.
On appliquera un éclairage artificiel, avec un cycle de 12 heures de clarté et 12 heures d'obscurité. Un
régime alimentaire classique pour animaux de laboratoire, avec eau potable a satiété, conviendra. Le
choix des aliments sera guidé par la nécessité d'y incorporer la substance d'essai, si elle est administrée
par cette voie.

Les animaux peuvent étre encagés individuellement ou par petits groupes du méme sexe.
L'accouplement doit se dérouler dans des cages appropriées. Apres constatation de la copulation, les
femelles s'étant accouplées seront placées dans des cages individuelles aménagées pour la mise-bas ou
la maternité. Les rates s'étant accouplées peuvent aussi étre encagées par petits groupes et séparées un
ou deux jours avant la mise-bas. A I'approche de la mise-bas, on leur fournira des matériaux de
nidification appropriés et déterminés.

1.3.3 Préparation des animaux

11 convient d'utiliser de jeunes animaux sains, acclimatés aux conditions du laboratoire pendant au
moins 5 jours et n'ayant pas été soumis a d'autres essais. On indiquera l'espéce, la souche, la source, le
sexe, le poids et/ou l'age des animaux d'expérience. Il importe de connaitre les liens collatéraux entre
les animaux, afin de ne pas accoupler les membres d'une méme fratrie. Les animaux sont répartis au
hasard entre les groupes témoins et les groupes traités (il est recommandé de les regrouper par tranche
de poids corporel). Les cages sont placées de maniere a réduire au minimum les éventuels effets liés a
leur disposition. Chaque animal est désigné par un numéro d'identification propre. Les animaux de la
génération P doivent étre identifiés avant le début du traitement; ceux de la génération F1 qui sont
sélectionnés pour I'accouplement seront identifiés au moment du sevrage. On notera la portée d'origine
de tous les animaux de la génération F1 sélectionnés. Il est également recommandé d'identifier chaque
petit dés que possible apres la naissance, si on envisage de les peser individuellement ou d'effectuer
des essais fonctionnels.

Les animaux de la génération P seront agés de 5 a 9 semaines au début du traitement. Tous les groupes
d'essai doivent étre aussi homogenes que possible quant au poids et a I'age des animaux.

1.4 MODE OPERATOIRE

1.4.1 Nombre et sexe des animaux

Chaque groupe d'essai ou témoin doit comporter un nombre d'animaux suffisant pour que 1'on puisse
disposer en fin d'essai d'au moins 20 femelles gravides a terme ou presque. Pour les substances qui
occasionnent des effets indésirables (stérilité, toxicité excessive a la dose €levée, par exemple), cela
risque d'étre impossible. Le but est d'obtenir suffisamment de femelles gravides pour pouvoir procéder
a une évaluation significative de 'action de la substance étudiée sur la fertilité, la gestation, le
comportement maternel et la période d'allaitement, la croissance et le développement de la
descendance F1, depuis la conception jusqu'a la maturité, et sur le développement de leur descendance
F2 jusqu'au sevrage. En conséquence, le fait de ne pas avoir obtenu le nombre souhaité de femelles
gravides (c'est-a-dire 20) n'invalide pas nécessairement I'étude, et la situation doit étre évaluée au cas
par cas.

1.4.2 Préparation des doses

11 est recommandé d'administrer la substance d'essai par voie orale (dans la nourriture, I'eau de boisson
ou par gavage) a moins qu'une autre voie (cutanée ou par inhalation) ne soit jugée plus adéquate.

S'il y a lieu, la substance d'essai est dissoute ou mise en suspension dans un véhicule approprié. On
recommande, si possible, d'envisager d'abord l'utilisation d'une solution ou d'une suspension aqueuse,
puis d'une solution ou d'une émulsion dans I'huile (par exemple 1'huile de mais) et en dernier lieu d'une
solution dans d'autres véhicules. Si le véhicule n'est pas aqueux, sa toxicité doit étre connue. Il faut
déterminer la stabilité de la substance d'essai dans le véhicule.

1.4.3 Dosage

On utilise au moins trois doses différentes et un témoin en parall¢le. Sauf limitations imposées par les



propriétés physiques, chimiques ou biologiques de la substance d'essai, la dose la plus ¢élevée doit faire
apparaitre une certaine toxicité, sans entrainer la mort ni provoquer de souffrances aigués. En cas de
mortalité inattendue, si le taux de mortalité de la génération parentale est inférieur a environ 10 pour
cent, I'¢tude reste en général acceptable. Il convient de choisir une série décroissante de doses afin de
mettre en évidence une éventuelle relation dose-effet ainsi qu'une dose sans effets toxiques (DSET).
L'écart optimal entre chaque dose de la série décroissante est généralement d'un facteur deux ou
quatre, et 'adjonction d'un quatriéme groupe d'essai est souvent préférable a la fixation d'écarts trop
importants (par exemple, supérieurs a un facteur dix). Si la substance d'essai est incorporée a la
nourriture, 1'écart entre les doses ne doit pas étre supérieur a un facteur trois. Le choix des doses sera
orienté par toutes les données existantes sur la toxicité, en particulier les résultats des études a doses
répétées. Toute information sur le métabolisme et la cinétique de la substance d'essai ou d'un composé
apparenté doit également étre prise en considération. Ces informations serviront aussi a justifier
I'échelle des doses.

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 témoin seront traités de la méme maniére que les animaux des groupes d'essai. Si un
véhicule est employé, on administrera au groupe témoin le plus grand volume de véhicule utilisé.
Lorsque la substance d'essai est administrée mélangée aux aliments et qu'il en résulte une diminution
de la prise ou la consommation de nourriture, il peut s'avérer nécessaire d'adjoindre un groupe témoin
nourri en paralléle. Les résultats d'études contrdlées destinées a évaluer les effets d'une diminution de
la consommation de nourriture sur les parameétres de la reproduction peuvent remplacer 'utilisation
d'un groupe témoin nourri en parall¢le.

I1 convient d'étre attentif, le cas échéant, aux effets du véhicule ou des autres additifs sur l'absorption,
la distribution, le métabolisme ou la rétention de la substance d'essai, aux effets sur les propriétés
chimiques de la substance d'essai, susceptibles de modifier sa toxicité, ainsi qu'aux effets sur la
consommation de nourriture ou d'eau et sur 1'état nutritionnel des animaux.

1.4.4 Essai limite

Si un essai réalisé a une dose d'au moins 1000 mg/kg de poids corporel/jour administrée par voie orale
ou incorporée dans la nourriture ou I'eau de boisson selon un pourcentage équivalent, conformément a
la méthode décrite dans cette étude, n'entraine pas de signes de toxicité observables chez les parents ou
dans leur progéniture et qu'aucun effet toxique n'est escompté au vu des données disponibles
concernant des composés présentant une structure et/ou une action métabolique analogues, il n'est pas
indispensable de mener une étude compléte sur plusieurs doses différentes. L'essai limite n'a pas de
raison d'étre lorsque le niveau d'exposition humaine implique l'utilisation d'une dose orale plus €levée.
Pour d'autres modes d'administration, tels que l'inhalation ou 'application cutanée, les propriétés
physico-chimiques de la substance d'essai, comme sa solubilité, limitent souvent la concentration
maximale applicable.

1.4.5 Administration des doses

Les animaux recoivent la substance d'essai quotidiennement, sept jours sur sept. L'administration par
voie orale (dans la nourriture, I'eau de boisson ou par gavage) est préférable. Si I'on opte pour un autre
mode d'administration, il convient de justifier ce choix et d'apporter les modifications nécessaires, le
cas échéant. On appliquera le méme mode d'administration & tous les animaux, durant la période
expérimentale adéquate. Si la substance d'essai est administrée par gavage, on procédera a 1'aide d'une
sonde gastrique. Le volume maximal de liquide administré en une seule fois ne doit pas dépasser 1
ml/100 g de poids corporel (0,4 ml/100 g de poids pour I'huile de mais), sauf dans le cas des solutions
aqueuses ou 'on peut aller jusqu'a 2 ml/100 g de poids corporel. Sauf dans le cas de substances
irritantes ou corrosives dont les effets s'intensifient généralement aux concentrations supérieures, il y a
lieu de réduire au minimum la variabilité du volume d'essai en adaptant les concentrations de fagon a
obtenir un volume constant a toutes les doses. Dans les études par gavage, les petits ne regoivent
normalement la substance d'essai qu'indirectement, par le lait maternel, jusqu'a ce que I'administration
directe débute pour eux, a partir du sevrage. Lorsque la substance d'essai est mélangée a la nourriture
ou a l'eau de boisson, les petits recoivent aussi la substance d'essai directement dés qu'ils commencent
a s'alimenter seuls, lors de la derniére semaine d'allaitement.

11 est important de s'assurer que les quantités de substances administrées dans la nourriture ou l'eau de
boisson n'interférent pas avec la nutrition ou I'équilibre hydrique. Si la substance d'essai est ajoutée a



la nourriture, elle peut étre administrée a concentration constante dans cette derniére (ppm) ou a dose
constante par rapport au poids de 1'animal; il y a lieu de préciser 'option retenue. Si 1'on recourt au
gavage, il faut toujours administrer la substance d'essai a peu prés a la méme heure chaque jour et
ajuster la dose au moins une fois par semaine pour qu'elle demeure constante par rapport au poids de
I'animal. Cet ajustement devra tenir compte de la diffusion placentaire.

1.4.6 Programmes expérimentaux

L'administration quotidienne de la substance d'essai aux males et aux femelles de la génération P doit
débuter quand ils sont agés de 5 a 9 semaines. Pour les males et les femelles de la génération F1, elle
débutera au sevrage; il faut tenir compte du fait que, lorsque la substance d'essai est administrée dans
la nourriture ou I'eau de boisson, il est possible que les petits de la génération F1 soient déja exposés
directement a la substance durant la période d'allaitement. Les deux sexes des générations P et F1
continueront a recevoir la substance pendant au moins 10 semaines avant la période d'accouplement.
Le traitement sera poursuivi pour les deux sexes durant les deux semaines de la période
d'accouplement. Les males qui ne serviront pas a 1'évaluation des effets sur la reproduction seront
euthanasiés et examinés. Les femelles de la génération P continueront a recevoir la substance d'essai
tout au long de la gestation et jusqu'au sevrage de leur descendance F1. Il sera peut-étre nécessaire de
modifier le programme d'administration des doses a la lumiere des informations disponibles sur la
substance d'essai, notamment en ce qui concerne la toxicité, I'induction métabolique ou la
bioaccumulation. La dose administrée a chaque animal est normalement calculée d'aprés les résultats
de la derni¢re pesée de I'animal. Toutefois, la prudence s'impose lors de I'ajustement de la dose au
cours du dernier tiers de la gestation.

Le traitement des males et des femelles P et F1 se poursuit jusqu'a leur sacrifice. Tous les adultes
males et femelles P et F1 qui ne sont plus nécessaires pour 1'évaluation des effets sur la reproduction
doivent étre euthanasiés. Les descendants F1 qui n'ont pas été sélectionnés pour l'accouplement et tous
les descendants F2 seront euthanasiés apres le sevrage.

1.4.7 Accouplement

1.4.7.1 Accouplement de la génération parentale (P)

Pour chaque accouplement, on réunira une femelle et un male traités a la méme dose (accouplement
1:1) jusqu'a ce qu'ils aient copulé ou durant deux semaines. Les femelles subiront un examen quotidien
destiné a détecter la présence de sperme ou d'un bouchon vaginal. Le jour 0 de la gestation est défini
comme étant celui ou I'on observe du sperme ou un bouchon vaginal. Si I'accouplement n'a pas lieu, on
peut envisager de faire une deuxiéme tentative en réunissant les femelles avec des méales du méme
groupe ayant fait leurs preuves. Les couples doivent étre clairement identifiés dans les résultats. On
évitera d'accoupler des membres d'une méme fratrie.

1.4.7.2 Accouplement de la génération F1

S'agissant de I'accouplement de la génération F1, on sélectionne au moins un male et une femelle de
chaque portée, au moment du sevrage, en vue de les accoupler avec d'autres descendants traités a la
méme dose, mais issus d'une autre portée, afin d'obtenir la génération F2. La sélection des petits au
sein d'une méme portée doit se faire au hasard s'ils ne différent pas de fagon significative quant au
poids corporel ou a l'apparence. Si l'on constate de telles différences, on sélectionnera les meilleurs
représentants de chaque portée. D'un point de vue pragmatique, il est plus facile d'opérer cette
sélection en fonction du poids corporel, mais il pourrait étre plus pertinent de se fonder sur
I'apparence. Les descendants F1 ne doivent pas étre accouplés avant d'avoir atteint leur pleine maturité
sexuelle.

On évaluera les couples sans descendance afin de déterminer la cause apparente de leur stérilité. A cet
effet, on pourra donner aux animaux d'autres occasions de s'accoupler avec d'autres males ou femelles
ayant fait leurs preuves, effectuer un examen microscopique des organes reproducteurs, ou analyser
les cycles oestraux ou la spermatogenése.

1.4.7.3 Deuxi¢me accouplement

Dans certains cas, notamment lorsque la taille de la portée est modifiée par le traitement ou lorsqu'un
effet équivoque est observé dans le premier accouplement, on préconise d'accoupler une deuxiéme fois
les adultes P ou F1, afin d'obtenir une deuxiéme portée. Il est recommandé d'accoupler une deuxiéme
fois les males ou les femelles qui n'ont pas engendré de portée avec un reproducteur ou une
reproductrice ayant fait ses preuves. Si la production d'une deuxiéme portée est jugée nécessaire, le
deuxiéme accouplement doit avoir lieu environ une semaine apres le sevrage de la derniére portée.



1.4.7.4 Taille de la portée

On laisse les animaux mettre bas normalement et élever leur progéniture jusqu'au sevrage. La
normalisation de la taille des portées est facultative; si I'on y recourt, il faut décrire en détail la
méthode utilisée.

1.5 OBSERVATIONS

1.5.1 Observations cliniques

Une observation clinique générale est réalisée chaque jour; en cas d'administration par gavage, I'heure
a laquelle cette observation est réalisée doit tenir compte du moment ou I'on prévoit que les effets
atteindront leur intensité maximale aprés administration. On notera les changements de comportement,
les signes de mise-bas prolongée ou difficile et tous les symptomes de toxicité. En outre, au moins une
fois par semaine, chaque animal devra faire 1'objet d'un examen plus détaillé qui pourrait étre aisément
réalisé a I'occasion d'une pesée de I'animal. Deux fois par jour et une fois par jour pendant le week-
end, selon les besoins, on recherchera des signes de morbidité et de mortalité sur tous les animaux.
1.5.2 Poids corporel et consommation de nourriture et d'eau des animaux parents

Les animaux parents (P et Fl) sont pesés le jour de la premiére administration et ensuite au moins une
fois par semaine. Les méres (P et F1) sont pesées au minimum aux jours 0, 7, 14, et 20 ou 21 de la
gestation, puis aux mémes jours que leurs petits durant l'allaitement, et enfin le jour de leur sacrifice.
Les résultats sont consignés individuellement pour chaque animal adulte. Durant la période qui
préceéde I'accouplement et pendant la gestation, la consommation de nourriture est mesurée au moins
une fois par semaine. La consommation d'eau est relevée au moins une fois par semaine si la substance
d'essai est administrée dans 1'eau.

1.5.3 Cycle oestral

La durée et la normalité du cycle oestral sont évaluées chez les femelles P et F1 a l'aide de frottis
vaginaux, avant l'accouplement, et facultativement pendant la période d'accouplement, jusqu'a
constatation de preuves d'accouplement. Les cellules vaginales ou cervicales seront prélevées avec
soin pour éviter d'agresser la muqueuse et d'induire ainsi une pseudogestation (1).

1.5.4 Paramétres d'évaluation du sperme

On note le poids des testicules et des épididymes de tous les males P ou F1 sacrifié¢s, en conservant un
exemplaire de chaque organe pour I'examen histopathologique (voir paragraphes 1.5.7, 1.5.8.1). On
réservera les testicules et les épididymes d'un sous-lot composé d'au moins dix males de chaque
génération (P et F1) pour la numération des spermatides résistantes a I'homogénéisation et des
spermatozoides stockés dans la queue de 1'épididyme. Dans ce méme sous-lot de males, on recueillera
le contenu de la queue de I'épididyme ou du canal déférent en vue d'évaluer la motilité et la
morphologie des spermatozoides. Si des effets liés au traitement sont observés ou si d'autres études
révelent que la substance peut avoir des effets sur la spermatogénése, 1'évaluation du sperme sera
réalisée sur tous les males traités aux différentes doses; dans le cas contraire, on pourra limiter la
numération aux males P et F1 du groupe témoin et du groupe traité a la dose la plus élevée.

I1 convient de dénombrer la totalité des spermatides testiculaires résistantes a I'homogénéisation et des
spermatozoides de la queue de I'épididyme (2) (3). Le nombre de spermatozoides mis en réserve dans
la queue de 1'épididyme peut étre déduit de la concentration et du volume des spermatozoides dans la
suspension utilisée pour compléter les évaluations qualitatives, et du nombre de spermatozoides
récupérés apres le broyage et/ou I'homogénéisation ultérieurs du tissu caudal restant. La numération
doit étre effectuée au sein du sous-lot de males sélectionnés dans les groupes traités aux différentes
doses, immédiatement apres le sacrifice, a moins qu'on ne réalise des enregistrements vidéo ou
numériques ou qu'on ne congele des échantillons en vue d'une analyse ultérieure. Dans ces
circonstances, le groupe témoin et le groupe traité a la dose la plus élevée peuvent étre analysés en
premier. Si I'on n'observe pas d'effets liés au traitement (révélés par exemple par la numération, la
morphologie ou la motilité des spermatozoides), il n'est pas nécessaire d'analyser les groupes traités
aux autres doses. Si des effets li¢s au traitement apparaissent dans le groupe traité a la dose la plus
¢élevée, on évaluera aussi les groupes traités aux doses plus faibles.

La motilité des spermatozoides dans 1'épididyme ou le canal déférent est évaluée ou enregistrée sur
support vidéo immédiatement aprés le sacrifice. Le sperme, prélevé de fagon a éviter autant que
possible de 1éser les organes, est dilu¢ en vue de I'analyse de la motilité selon une méthode acceptable
(4). 1l convient d'évaluer subjectivement ou objectivement le pourcentage de spermatozoides devenant
progressivement mobiles. Si I'on pratique une analyse du mouvement assistée par ordinateur (5) (6) (7)



(8) (9) (10), la motilité progressive est évaluée d'apres les seuils définis par ['utilisateur pour la vitesse
moyenne de trajectoire, la rectilignité ou 1'index linéaire. Si les échantillons sont enregistrés en vidéo
(11) ou si les images sont enregistrées d'une autre maniére au moment de 1'autopsie, 1'analyse
subséquente pourra se limiter aux males P et F1 du groupe témoin et du groupe traité a la dose la plus
élevée, a moins que des effets liés au traitement n'aient été observés, auquel cas il faudra aussi évaluer
les groupes traités aux doses plus faibles. En l'absence d'une image vidéo ou numérique, tous les
échantillons de tous les groupes traités devront étre analysés lors de 1'autopsie.

On procédera a une évaluation morphologique d'un échantillon de sperme de 1'épididyme ou du canal
déférent. Les spermatozoides (au moins 200 par échantillon) doivent étre examinés dans des
préparations fixées et en milieu liquide (12), puis classés en tant que spécimens normaux ou
anormaux. Les anomalies morphologiques des spermatozoides comprennent, par exemple, la fusion,
des tétes isolées et des tétes et/ou des queues déformées. L'évaluation doit étre réalisée au sein du
sous-lot de males sélectionnés dans les groupes traités aux différentes doses, immédiatement aprés le
sacrifice ou ultérieurement a partir des enregistrements vidéo ou numériques. Les frottis, une fois
fixés, peuvent aussi €tre analysés a une date ultérieure. Dans ces circonstances, le groupe témoin et le
groupe traité a la dose la plus élevée peuvent étre analysés en premier. Si I'on n'observe pas d'effets
liés au traitement (sur la morphologie des spermatozoides, par exemple), I'analyse des groupes traités
aux autres doses devient superflue. Si des effets liés au traitement apparaissent dans le groupe traité a
la plus dose élevée, il convient d'évaluer également les groupes traités aux doses plus faibles.

Si I'un des paramétres d'évaluation du sperme mentionnés plus haut a déja été examiné dans le cadre
d'une étude de toxicité systémique d'au moins 90 jours, il ne doit pas nécessairement &tre réévalué au
cours de I'étude de la toxicité sur deux générations. Il est cependant recommandé de conserver des
échantillons ou des enregistrements vidéo du sperme de la génération P, pour permettre une évaluation
ultérieure si nécessaire.

1.5.5 Descendance

On examine chaque portée dés que possible aprés la mise-bas (jour 0 de I'allaitement), afin d'établir le
nombre et le sexe des petits, la mortinatalité, le nombre de naissances vivantes et la présence
d'anomalies macroscopiques. Les petits trouvés morts au jour 0 seront de préférence examinés, s'ils ne
sont pas macérés, afin de mettre en évidence d'éventuelles anomalies et de déterminer la cause de la
mort, et conservés. Les petits vivants doivent étre comptés et pesés individuellement a la naissance
(jour O de l'allaitement) ou le jour 1, et pesés régulierement par la suite, par exemple les jours 4, 7, 14
et 21 de l'allaitement. On notera les anomalies physiques et comportementales observées chez les
meres ou les petits.

Le développement physique de la descendance est consigné essentiellement sous la forme du gain de
poids corporel. D'autres parametres physiques (ouverture des oreilles et des yeux, sortie des dents,
développement de la pilosité, par exemple) peuvent fournir des informations supplémentaires, mais
ces observations sont de préférence réservées a I'évaluation de la maturité sexuelle (dge et poids
corporel au moment de I'ouverture vaginale ou de la séparation balano-préputiale, par exemple) (13). Il
est recommand¢ de réaliser des explorations fonctionnelles (l'activité motrice, les fonctions
sensorielles, 'ontogenése des réflexes, par exemple) de la descendance F1 avant et/ou aprés le sevrage,
notamment celles qui se rapportent a la maturation sexuelle, si elles ne sont pas explorées dans d'autres
études. On détermine 1'dge auquel sont survenus l'ouverture vaginale ou la séparation balano-
préputiale chez les descendants F1 tout juste sevrés qui ont été sélectionnés en vue de l'accouplement.
Il convient de mesurer la distance ano-génitale chez les petits F2, le jour de leur naissance, si 1'on a
constaté une modification de la proportion de males et de femelles ou de 1'age de maturation sexuelle
dans la génération F1.

Les observations fonctionnelles ne s'imposent plus pour les groupes présentant des signes évidents de
toxicité (diminution sensible de la prise de poids, etc., par exemple). Les explorations fonctionnelles,
le cas échéant, seront réalisées sur les petits non sélectionnés pour l'accouplement.

1.5.6 Examen macroscopique

Juste apres le sacrifice ou la mort si celle-ci survient en cours d'étude, tous les animaux parents (P et
F1), tous les petits qui présentent des anomalies externes ou des signes cliniques, ainsi qu'un petit/un
sexe/une portée choisi (e) au hasard dans chaque génération (F1 et F2) sont soumis a un examen
macroscopique destiné a révéler d'éventuels changements pathologiques ou anomalies structurelles.
L'examen des organes reproducteurs doit faire I'objet d'une attention particulicre. Il y a lieu d'examiner



les petits moribonds qui ont été euthanasiés ainsi que les petits morts, s'ils ne sont pas macérés, afin de
détecter d'éventuelles anomalies et/ou établir la cause de la mort, et de les conserver.

On examinera les utérus de toutes les femelles primipares, sans compromettre 1'évaluation
histopathologique, pour voir s'ils présentent des points d'implantation et les dénombrer.

1.5.7 Pesée des organes

Juste aprés le sacrifice, on détermine le poids corporel de tous les parents P et F1 ainsi que le poids des
organes suivants (les deux exemplaire des organes qui vont par paires doivent étre pesés séparément) :
- Utérus, ovaires;

- Testicules, épididymes (entiers et queues);

- Prostate;

- Vésicules séminales avec glandes coagulantes et leurs liquides, et prostate (ensemble);

- Cerveau, foie, reins, rate, hypophyse, glande thyroide, glandes surrénales et organes cibles connus.
Les poids corporels des petits F1 et F2 retenus pour 1'autopsie sont déterminés apreés le sacrifice, de
méme que le poids du cerveau, de la rate et du thymus d'un petit/un sexe/une portée choisi(e) au
hasard (voir paragraphe 1.5.6).

Si possible, les résultats de l'autopsie et de la pesée des organes doivent étre interprétés a la lumicre
des observations effectuées dans d'autres études a doses répétées.

1.5.8 Histopathologie

1.5.8.1 Animaux parents

Les organes et tissus ci-apres des animaux parents (P et F1), ou des échantillons représentatifs de ces
derniers, sont fixés et conservés dans un milieu approprié en vue de I'examen histopathologique.

- Vagin, utérus avec col, et ovaires (conservés dans un fixateur approprié);

- Un testicule (conservé dans un fixateur approprié), un épididyme, les vésicules séminales, la prostate
et une glande coagulante;

- Organe(s) cible(s) précédemment identifié(s) de tous les animaux P et F1 sélectionnés pour
I'accouplement.

Tous les animaux P et F1 du groupe témoin et du groupe traité a la dose la plus élevée, qui ont été
sélectionnés pour I'accouplement, doivent faire 1'objet d'un examen histopathologique complet des
organes et tissus susmentionnés. L'examen des ovaires des femelles P est facultatif. Il convient
également d'examiner les organes présentant des altérations liées au traitement dans les groupes traités
a la dose la plus faible et a la dose intermédiaire, afin de faciliter la détermination de la DSET. De
plus, une évaluation histopathologique sera pratiquée sur les organes reproducteurs des animaux traités
aux doses faibles et moyennes, chez lesquels on soupgonne une diminution de la fertilité, par exemple,
ceux qui ne se sont pas accouplés, qui n'ont pas congu, n'ont pas engendré ou n'ont pas donné
naissance a des descendants sains, ou ceux chez qui on a constaté des modifications du cycle oestral
ou du nombre, de la motilité¢ ou de la morphologie des spermatozoides. Toutes les Iésions
macroscopiques telles qu'atrophies ou tumeurs doivent étre examinées.

Un examen histopathologique détaillé des testicules doit étre effectué¢ (par exemple, fixation dans du
liquide de Bouin, inclusion dans la paraffine et coupes transversales de 4-5 pm d'épaisseur) afin de
mettre en évidence des effets liés au traitement, notamment une rétention de spermatides, l'absence de
certaines couches ou types de cellules germinales, la présence de cellules géantes multinucléées ou le
décollement des cellules spermatogénes dans la lumiére des tubules séminiferes (14). L'examen d'un
épididyme intact doit porter sur la téte, le corps et la queue, ce qui peut étre effectué sur une section
longitudinale. On observera I'épididyme pour voir s'il ne s'y produit pas d'infiltration de leucocytes, de
changement dans la fréquence des types cellulaires et de phagocytose des spermatozoides, et s'il ne
renferme pas de cellules aberrantes. L'examen des organes reproducteurs males peut étre effectué a
l'aide d'une coloration a I'acide périodique-Schiff ou a I'nématoxyline.

Apreés la lactation, 1'ovaire devrait contenir des follicules primordiaux et des follicules en croissance
ainsi que les grands corps jaunes de la lactation. L'examen histopathologique doit révéler une
déplétion qualitative de la population de follicules primordiaux. Les follicules primordiaux des
femelles F1 feront I'objet d'une évaluation quantitative; le nombre d'animaux, le choix de la section
ovarienne et la taille des échantillons de sections doivent étre statistiquement valables pour la méthode
d'évaluation employée. L'examen comprend la numération des follicules primordiaux, lesquels
peuvent étre combinés a de petits follicules en croissance, aux fins de la comparaison entre les ovaires
des femelles traitées et témoins (15) (16) (17) (18) (19).



1.5.8.2 Petits sevrés

Les tissus présentant des anomalies macroscopiques et les organes cibles de tous les petits qui
présentent des anomalies externes ou des signes cliniques ainsi que ceux du petit/du sexe/de la portée
choisi(e) au hasard dans chaque génération (F1 et F2) et non retenu(e) pour I'accouplement seront
fixés et conservés dans un milieu approprié en vue de I'examen histopathologique. La description
histopathologique compléte des tissus conservés sera plus particuliérement axée sur les organes
reproducteurs.

2 RESULTATS

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Les résultats obtenus sur chaque animal seront consignés et résumés sous forme de tableaux, reprenant
pour chaque groupe d'essai et chaque génération, le nombre d'animaux présents au début de l'essai, le
nombre d'animaux morts durant 1'essai ou euthanasiés, la date de la mort ou de I'euthanasie, le nombre
d'animaux fertiles, le nombre de femelles gravides, le nombre d'animaux manifestant des signes de
toxicité, la description des signes de toxicité observés, notamment le moment ou ils ont débuté, leur
durée et leur gravité, les types d'altérations histopathologiques et toutes les données pertinentes sur la
portée.

Les résultats numériques seront évalués a 1'aide d'une méthode statistique appropriée et reconnue; le
choix des méthodes statistiques doit intervenir lors de la conception de I'étude et doit étre justifié. Les
modgles statistiques s'appliquant aux relations "dose-effet" peuvent étre utiles a l'analyse des résultats.
Le rapport doit fournir suffisamment d'informations sur la méthode d'analyse et le logiciel employ¢s,
pour qu'un réviseur ou un statisticien indépendant puisse réévaluer et reconstruire l'analyse.

2.2 EVALUATION DES RESULTATS

Les résultats de cette étude de toxicité pour la reproduction sur deux générations doivent étre évalués
en fonction des effets observés, notamment a l'autopsie et lors des examens microscopiques.
L'évaluation portera sur la relation, ou l'absence de relation, entre la dose administrée de substance
d'essai et la présence, la fréquence et la gravité des anomalies, notamment 1ésions macroscopiques,
organes cibles identifiés, altération de la fertilité, anomalies cliniques, altération de la capacité de
reproduction et des performances de la portée, modifications du poids corporel, effets sur la mortalité
et tout autre effet toxique. Les propriétés physicochimiques de la substance d'essai et, le cas échéant,
les données toxicocinétiques doivent étre prises en considération lors de I'évaluation des résultats.
Une étude de toxicité pour la reproduction correctement menée doit fournir une estimation
satisfaisante de la dose sans effet et permettre de comprendre les effets nocifs de la substance étudiée
sur la reproduction, la parturition, I'allaitement et le développement postnatal, notamment la croissance
et la maturation sexuelle.

2.3 INTERPRETATION DES RESULTATS

Une étude de toxicité pour la reproduction sur deux générations fournit des informations sur les effets
d'une exposition répétée a une substance durant toutes les phases du cycle de reproduction. L'étude
livre notamment des informations sur les parametres de la reproduction ainsi que sur le
développement, la croissance et la survie des descendants. Les résultats de I'étude doivent étre
interprétés a la lumicre des résultats des études subchroniques, prénatales, de développement,
toxicocinétiques et autres disponibles. Les résultats de la présente étude peuvent servir a apprécier la
nécessité de réaliser d'autres essais sur une substance chimique. L'extrapolation des résultats de 1'étude
a 'homme présente un intérét limité. Ces résultats se prétent davantage a la détermination des
concentrations sans effet et des niveaux d'exposition humaine acceptables (20) (21) (22) (23).

3 RAPPORT

RAPPORT D'ESSAI

Le rapport doit contenir les informations suivantes :

Substance d'essai :

- nature physique et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques

- identification

- degré de pureté

Véhicule, le cas échéant :

- justification du choix du véhicule s'il différe de 1'eau

Animaux d'expérience :

- espece et souche



- nombre, age et sexe des animaux

- origine, conditions d'encagement, régime alimentaire, matériaux de nidification, etc.

- poids de chaque animal au début de I'essai

Conditions d'essai :

- justification du choix des doses

- détails concernant la formulation de la substance d'essai/son incorporation aux aliments, la
concentration obtenue

- stabilité et homogénéité de la préparation;

- détails concernant 'administration de la substance d'essai;

- conversion de la concentration de la substance d'essai (ppm) dans la nourriture ou 1'eau de boisson en
dose administrée (mg/kg de poids corporel/jour), s'il y a lieu,

- détails concernant la qualité de 1'alimentation et de I'eau de boisson.

Résultats :

- consommation de nourriture, et d'eau si elle a été enregistrée, efficacité alimentaire (gain de poids
corporel par gramme d'aliments consommés), et consommation de la substance d'essai par les animaux
P et F1, sauf pendant la cohabitation et durant au moins le dernier tiers de la période d'allaitement;

- données sur 'absorption, le cas échéant;

- poids corporel des animaux P et F1 sélectionnés pour l'accouplement;

- données relatives aux portées et au poids des petits;

- poids corporel au moment du sacrifice et poids absolu et relatif des organes des animaux parents;

- nature, gravité et durée des signes cliniques (qu'ils soient réversibles ou non);

- date de mort en cours d'étude ou animaux ayant survécu jusqu'au sacrifice;

- manifestation de la toxicité par sexe et par dose, y compris indices d'accouplement, de fécondité, de
gestation, de natalité, de viabilité et d'allaitement; le rapport doit mentionner les chiffres ayant servi au
calcul de ces indices;

- effets toxiques ou autres sur la reproduction, la descendance, la croissance postnatale, etc.;

- observations a l'autopsie;

- description détaillée de toutes les observations histopathologiques;

- nombre de femelles P et F1 ayant un cycle normal et durée du cycle;

- nombre total de spermatozoides dans la queue de I'épididyme, pourcentage de spermatozoides
progressivement mobiles, pourcentage de spermatozoides & morphologie normale et pourcentage de
spermatozoides par anomalie identifiée;

- temps écoulé jusqu'a I'accouplement, exprimé en nombre de jours;

- durée de la gestation;

- nombre d'implantations, de corps jaunes, taille de la portée;

- nombre de naissances vivantes et de pertes postimplantatoires;

- nombre de petits affectés d'anomalies macroscopiques; nombre de rabougris s'il a été déterming;

- parametres physiques évalués sur les petits et autres données sur le développement postnatal; il y a
lieu de justifier les paramétres physiques évalués;

- observations fonctionnelles réalisées sur les petits et sur les adultes, suivant le cas;

- traitement statistique des résultats, le cas échéant.

Discussion

Conclusions, y compris valeurs de la DSET pour les effets sur la mére et sur les petits.
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Annexe 1H

« B.42. SENSIBILISATION CUTANEE : ESSAI DE STIMULATION LOCALE DES GANGLIONS
LYMPHATIQUES

1. METHODE

Cette méthode est équivalente a la ligne directrice TG 429 (2002) de 'OCDE.



1.1 INTRODUCTION

L'essai de stimulation locale des ganglions lymphatiques (ELGL) a été suffisamment validé et accepté
pour pouvoir étre adopté en tant que nouvelle méthode (1) (2) (3). 1l s'agit, en I'occurrence, de la
deuxiéme méthode permettant d'évaluer le pouvoir de sensibilisation cutanée des substances
chimiques chez les animaux. L'autre méthode (B.6) fait appel a des essais sur cobayes, notamment
l'essai de maximisation sur le cobaye et I'essai de Buehler (4).

L'ELGL offre un autre moyen d'identifier les produits chimiques qui exercent une action sensibilisante
sur la peau et de confirmer que certaines substances sont dépourvues de pouvoir sensibilisant
significatif. Cela ne signifie pas pour autant que I'ELGL doive systématiquement remplacer I'essai sur
le cobaye, mais plutot qu'il s'agit d'une méthode tout aussi valable, pouvant étre utilisée a la place de
ce dernier, et dont les résultats, qu'ils soient positifs ou négatifs, n'ont généralement pas besoin d'étre
reconfirmés.

L'ELGL présente certains avantages ressortissant au progrés scientifique et a la protection des
animaux. Il étudie la phase d'induction de la sensibilisation cutanée et fournit des données
quantitatives permettant d'évaluer 'effet en fonction de la dose. Les détails de la validation de 'ELGL
et une synthése des travaux qui y sont associés ont été publiés (5)(6)(7)(8). Il est également utile de
noter que les sensibilisants 1égers a modérés recommandés comme témoins positifs dans les essais sur
les cobayes conviennent aussi a 'ELGL (6)(8)(9).

L'ELGL, qui est une méthode in vivo, ne met pas un terme a l'utilisation des animaux dans 1'évaluation
de la sensibilisation par contact. Il peut, en revanche, diminuer le nombre d'animaux mobilisés a cette
fin. De plus, 'ELGL améliore nettement la facon dont les animaux sont utilisés pour éprouver la
sensibilisation par contact. L'ELGL se fonde sur 'observation de phénoménes immunologiques
stimulés par des produits chimiques durant la phase d'induction de la sensibilisation. Avec I'ELGL,
contrairement aux essais sur cobayes, il n'est pas nécessaire de déclencher des réactions
d'hypersensibilité cutanée par une exposition provocatrice. En outre, 'ELGL ne requiert pas
d'adjuvant, a la différence de I'essai de maximisation sur les cobayes. Ainsi, 'ELGL diminue la
souffrance infligée aux animaux. Malgré les avantages de 'ELGL par rapport aux essais classiques sur
les cobayes, il faut reconnaitre qu'il présente certaines limites imposant parfois le recours aux essais
classiques sur cobayes (par exemple, des résultats faussement négatifs avec certains métaux, des
résultats faussement positifs avec certains produits irritants pour la peau) (10).

Voir également Introduction, partie B.

1.2 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

L'ELGL repose sur le principe que les sensibilisants induisent une prolifération primaire de
lymphocytes dans le ganglion lymphatique qui draine le site de 1'application de la substance chimique.
Cette prolifération est proportionnelle a la dose appliquée (et a la puissance de 1'allergene) et permet
d'obtenir facilement une mesure objective et quantitative de la sensibilisation. L'ELGL évalue cette
prolifération d'aprés 1'effet produit en fonction de la dose, en comparant les groupes d'essai aux
groupes témoins traités par le véhicule. On détermine le rapport de la prolifération dans les groupes
d'essai et de la prolifération observée dans les groupes témoins traités par le véhicule, dit indice de
stimulation, lequel doit étre au moins égal a trois pour que la substance d'essai continue d'étre évaluée
en tant que sensibilisant cutané potentiel. Les méthodes décrites ici mesurent la prolifération cellulaire
a l'aide d'un marquage radioactif. Cependant, il est possible d'employer d'autres critéres pour évaluer la
prolifération, a condition que ce choix soit étayé par des données scientifiques pertinentes, notamment
la citation de passages complets et une description de la méthode.

1.3 DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

1.3.1 Préparations

1.3.1.1 Conditions d'hébergement et d'alimentation

Les animaux sont placés dans des cages individuelles. La température du local expérimental doit étre
de 22 °C (+3 °C). L'humidité relative doit atteindre au moins 30 pour cent et rester de préférence
inférieure a 70 pour cent, mais en dehors des heures de nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir
le taux d'humidité autour de 50 a 60 pour cent. On appliquera un éclairage artificiel, alternant 12
heures de lumiére et 12 heures d'obscurité. Les animaux seront nourris avec un mélange classique pour
animaux de laboratoire et boiront de 1'eau potable a volonté.

1.3.1.2 Préparation des animaux

Les animaux sont sélectionnés au hasard, marqués pour permettre leur identification individuelle (mais



jamais sur l'oreille) et gardés dans leurs cages pendant au moins cinq jours avant le début du
traitement, afin qu'ils s'acclimatent aux conditions du laboratoire. Avant le traitement, on examine tous
les animaux pour vérifier qu'ils ne présentent pas de 1ésions cutanées observables.

1.3.2 Conditions expérimentales :

1.3.2.1 Animaux d'expérience

L'espéce retenue pour cet essai est la souris. On utilise de jeunes femelles adultes de la souche
CBA/Ca ou CBA/J, nullipares et non gravides. Au début de I'étude, les animaux doivent étre agés de 8
a 12 semaines; 1'écart de poids entre les animaux doit étre minime et ne doit pas dépasser 20 pour cent
du poids moyen. D'autres souches ainsi que des males pourront étre utilisés s'il existe suffisamment
d'informations démontrant 1'absence de différences significatives entre les souches et/ou les sexes en
ce qui concerne la réaction a I'ELGL.

1.3.2.2 Test de fiabilité

Les témoins positifs servent a démontrer le bon fonctionnement de 1'essai et la capacité du laboratoire
a réaliser correctement cet essai. Le témoin positif devrait réagir positivement a I'ELGL a un niveau
d'exposition supposé¢ accroitre l'indice de stimulation (IS) >3 par rapport au groupe de témoins
négatifs. La dose administrée aux témoins positifs devrait étre choisie de telle sorte que 1'induction soit
claire mais pas excessive. Les substances préférées sont 1'aldéhyde hexylcinnamique (N° CAS : 101-
86-0, N° EINECS : 202-983-3) et le mercaptobenzothiazole (N° CAS : 149-30-4, N° EINECS : 205-
736-8). Dans certains cas, d'autres substances témoins répondant aux critéres susmentionnés pourront
étre employées, a condition que ce choix soit correctement justifié. Bien qu'il faille, en principe,
inclure un groupe de témoins positifs dans chaque essai, certains laboratoires d'essai disposent de
données antérieures sur des témoins positifs, qui permettent de montrer la constance d'une réaction
satisfaisante sur une période de six mois ou plus. Dans ce cas, I'expérimentateur pourra espacer
l'incorporation des témoins positifs, en respectant un intervalle maximal de six mois. Quoique la
substance utilisée comme témoin positif doive étre testée dans un véhicule déclenchant une réaction
constante (par exemple acétone, huile d'olive), certaines situations réglementaires exigeront aussi
l'essai d'un véhicule moins courant (mélange cliniquement ou chimiquement pertinent). Dans ces
circonstances, il y a lieu de tester également l'interaction éventuelle entre une substance servant de
témoin positif et ce véhicule inhabituel.

1.3.2.3 Nombre d'animaux, choix des doses et du véhicule

Chaque groupe d'essai comprend au moins quatre animaux sur lesquels on teste au moins trois
concentrations de la substance d'essai, ainsi qu'un groupe de témoins négatifs traités seulement avec le
véhicule de la substance d'essai et, au besoin, un témoin positif. S'il faut recueillir des données
individuelles sur les animaux, les groupes d'essai compteront au moins cinq animaux. Mis a part
I'absence de traitement par la substance d'essai, les animaux des groupes témoins doivent étre
manipulés et traités de la méme maniére que les animaux des groupes d'essai.

La sélection des doses et du véhicule s'effectue conformément aux recommandations données en
référence (1). Les doses sont choisies parmi la série de concentrations suivante : 100 %, 50 %, 25 %,
10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 % etc. Le cas échéant, on tiendra compte des données existantes
concernant la toxicité aigué et l'irritation cutanée en sélectionnant les trois concentrations
consécutives, de telle fagon que la concentration la plus élevée maximise I'exposition tout en évitant la
toxicité systémique et une irritation cutanée locale excessive (2) (11).

On choisira le véhicule en fonction de sa capacité a maximiser les concentrations d'essai et la solubilité
ainsi qu'a produire une solution ou une suspension se prétant a I'application de la substance d'essai. Par
ordre de préférence, les véhicules recommandés sont le mélange acétone/huile d'olive (4:1 v/v), le
diméthylformamide, la méthyléthylcétone, le propyléneglycol et le diméthylsulfoxyde (2) (10), mais
d'autres véhicules pourront également &tre utilisés a condition que ce choix soit suffisamment étayé sur
le plan scientifique. Certaines situations réclameront un témoin supplémentaire, a savoir un solvant qui
se justifie sur le plan clinique ou le mélange dans lequel la substance d'essai est commercialisée.
L'expérimentateur veillera tout particuliérement a ce que les matiéres hydrophiles soient incorporées a
un véhicule qui humidifie la peau et ne ruisselle pas immédiatement. Il conviendra donc d'éviter les
véhicules totalement aqueux.

1.3.3 Mode opératoire

1.3.3.1 Programme expérimental

Le programme expérimental se déroule comme suit :



* Premier jour :

Mesurer et consigner le poids de chaque animal. Application de 25 ul de la dilution appropriée de la
substance d'essai, du véhicule seul, ou du témoin positif (le cas échéant), sur le dos de chaque oreille.

* Deuxiéme et troisiéme jours :

Répéter la procédure d'application pratiquée le premier jour.

* Quatriéme et cinquiéme jours :

Pas de traitement.

* Sixiéme jour :

Noter le poids de chaque animal. Injecter 250 uLL de tampon phosphate contenant 20 uCi (7,4¢e + 8Bq)
de *H-méthylthymidine dans la veine caudale de toutes les souris traitées et témoins. Il est également
possible d'injecter 250 pL de solution tampon phosphate contenant 2 uCi (7,4¢ + 7Bq) de '*1-
iododéoxyuridine et de la fluorodéoxyuridine 10°M dans la veine caudale de toutes les souris.

Cing heures plus tard, les animaux sont sacrifiés. Aprés avoir excisé les ganglions rétro-auriculaires de
chaque oreille de tous les animaux d'un groupe expérimental, on réunit ces ganglions dans un tampon
phosphate (approche collective au niveau d'un groupe d'essai); on peut également exciser les paires de
ganglions rétro-auriculaires de chaque animal et les mettre en suspension individuellement dans un
tampon phosphate (méthode individuelle au niveau d'un animal). Les détails et les diagrammes relatifs
a 'identification et a la dissection des ganglions sont repris a I'annexe I de la référence 10.

1.3.3.2 Préparation des suspensions cellulaires

L'expérimentateur préparera une suspension contenant les cellules des ganglions lymphatiques de tout
un groupe ou d'un seul animal en pratiquant une s€paration mécanique douce a travers une toile en
acier inoxydable dont les mailles mesurent 200 pm. Les cellules de ganglions lymphatiques sont
lavées deux fois avec un exceés de tampon phosphate et précipitées avec de l'acide trichloracétique a 5
pour cent a 4 °C pendant 18 heures (1). Les culots sont soit remis en suspension dans 1 mL d'acide
trichloracétique puis transférés dans des flacons a scintillation contenant 10 mL de scintillateur liquide
pour le comptage du tritium *H, soit directement transférés dans des tubes compteurs de rayons
gamma pour le comptage de 1'iode '*1.

1.3.3.3 Mesure de la prolifération cellulaire (radioactivité incorporée)

L'incorporation de *H-méthylthymidine se mesure par comptage de scintillations ss, en désintégrations
par minute (DPM). L'incorporation de '*I-iododéoxyuridine se mesure par comptage de 1'lode '>I et
s'exprime ¢galement en DPM. Suivant la méthode choisie, I'incorporation sera exprimée en
DPM/groupe d'essai (méthode collective au niveau d'un groupe) ou en DPM/animal traité (méthode
individuelle au niveau d'un animal).

1.3.3.4 Observations

1.3.3.4.1 Observations cliniques

Une fois par jour, I'expérimentateur examinera attentivement les animaux afin de déceler d'éventuels
signes cliniques, se traduisant par une irritation locale sur le site d'application ou par une toxicité
systémique. Toutes les observations sont systématiquement consignées, et ce pour chaque animal
séparément.

1.3.3.4.2 Poids corporel

Comme indiqué au paragraphe 1.3.3.1, le poids corporel de chaque animal est relevé au début de
l'essai et au moment prévu du sacrifice.

1.3.4 Calcul des résultats :

Les résultats sont exprimés par l'indice de stimulation (IS). Si I'on utilise la méthode collective, 1'indice
de stimulation s'obtient en divisant la radioactivité incorporée globalement pour chaque groupe traité
par la substance d'essai par la radioactivité incorporée globalement pour le groupe témoin traité par le
véhicule; ce rapport livre un indice de stimulation moyen. Dans le cas de la méthode individuelle, I'lS
est obtenu en divisant la moyenne DPM/animal de chaque groupe traité par la substance d'essai et celle
du groupe témoin positif par la moyenne DPM/animal du groupe témoin traité par le véhicule. L'indice
de stimulation moyen pour les témoins traités par le véhicule est alors égal a 1.

L'utilisation de la méthode individuelle pour calculer I'[S permet d'effectuer une analyse statistique des
données. Pour choisir une méthode d'analyse statistique appropriée, I'expérimentateur doit étre
conscient du risque d'inégalité des variances et des autres problémes connexes qui pourraient
nécessiter une transformation des données ou une analyse statistique non paramétrique. Une bonne
facon d'interpréter les données consiste a évaluer toutes les données individuelles des groupes d'essai



et des groupes traités par le véhicule, afin d'en tirer la meilleure courbe d'ajustement de la relation
dose-effet, compte tenu des intervalles de confiance (8)(12)(13). L'expérimentateur doit toutefois étre
attentif aux réactions « atypiques » possibles de certains animaux au sein d'un groupe, qui pourraient
nécessiter le recours a une autre mesure de la réaction (par exemple, la médiane au lieu de la
moyenne) ou I'élimination de la réaction atypique.

Pour qu'une réaction puisse €tre considérée comme positive, il faut que l'indice de stimulation soit =>
3, tenir compte de la relation dose-effet et, s'il y a lieu, de la signification statistique (3)(6)(8)(12)(14).
Si les résultats obtenus ne sont pas assez concluants, on examinera les diverses propriétés de la
substance d'essai, notamment afin de savoir si elle présente une similitude structurelle avec des
sensibilisants cutanés connus, si elle déclenche une irritation cutanée excessive, ainsi que la nature de
la relation dose-effet observée. Ces considérations, ainsi que d'autres, sont débattues en détail dans un
autre document (7).

2 RESULTATS

Les données doivent étre récapitulées sous forme de tableaux montrant les valeurs de DPM moyennes
et individuelles et les indices de stimulation pour chaque groupe d'essai (y compris le groupe de
témoins traités par le véhicule).

3 RAPPORT

RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit fournir les informations suivantes :

Substance d'essai :

- données d'identification (par exemple numéro CAS, le cas échéant; source; pureté; impuretés
connues; numéro de lot);

- état physique et propriétés physico-chimiques (par exemple volatilité, stabilité, solubilité);

- s'il s'agit d'un mélange : composition et pourcentages relatifs des constituants.

Véhicule :

- données d'identification (pureté; concentration, s'il y a lieu; volume utilisé);

- justification du choix du véhicule.

Animaux d'expérience :

- souche de souris utilisée;

- état microbiologique des animaux, s'il est connu;

- nombre, age et sexe des animaux;

- source des animaux, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc.

Conditions expérimentales :

- détails concernant la préparation et I'application de la substance d'essai;

- justification du choix de la dose, y compris résultats d'une étude d'établissement de la gamme de
doses, le cas échéant; concentrations du véhicule et de la substance d'essai et quantité totale de
substance appliquée;

- détails concernant la qualité de la nourriture et de 1'eau de boisson (notamment le type de régime
alimentaire, sa source et la source d'eau de boisson).

Test de fiabilité :

- résumé des résultats du dernier test de fiabilité, notamment les informations sur la substance, sa
concentration et le véhicule utilisé;

- données antérieures ou concomitantes relatives aux témoins positifs et négatifs utilisés dans les
laboratoires d'essai.

Résultats :

- poids individuel des animaux au début de I'essai et au moment programmé du sacrifice;

- tableau des valeurs de DPM moyennes (méthode collective) ou individuelles (méthode individuelle)
ainsi que les échelles des valeurs pour les deux méthodes et indices de stimulation pour chaque groupe
d'essai (y compris le groupe de témoins traités par le véhicule);

- analyse statistique, si nécessaire;

- moment du déclenchement des effets et signes de toxicité, y compris irritation cutanée au niveau du
site d'application, pour chaque animal.

Discussion des résultats :

- Bref commentaire sur les résultats, analyse de la relation dose-cffet et analyses statistiques, s'il y a
lieu, et conclusion quant au fait de savoir si la substance doit étre considérée comme un sensibilisant



cutané.
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B.43. ETUDE DE NEUROTOXICITE CHEZ LES RONGEURS

1. METHODE

Cette méthode d'essai est équivalente a la ligne directrice 424 (1997) de I'OCDE.

Cette méthode d'essai a été congue dans le but de recueillir des données permettant de confirmer ou de
mieux caractériser la neurotoxicité potentielle d'une substance pour des animaux adultes. Elle peut étre
utilisée en association avec d'autres méthodes d'essai dans le cadre d'études de toxicité a dose répétée
ou seule, en tant qu'étude indépendante. Il est recommandé de consulter le Document d'orientation de
I'OCDE sur les stratégies d'essais en matic¢re de neurotoxicité (1). Cette recommandation est
particulieérement importante lorsqu'on envisage de s'écarter des observations et des protocoles d'essai
préconisés dans cette méthode. Le document d'orientation est également utile pour choisir un protocole
d'essai adapté a un cas spécifique.

La présente méthode ne s'applique pas a 1'évaluation de la neurotoxicité au stade du développement.
1.1 INTRODUCTION



Dans I'évaluation des propriétés toxiques d'un produit chimique, il est important de prendre en
considération la possibilité d'effets neurotoxiques. La méthode d'essai concernant la toxicité
systémique a dose répétée permet déja un premier tri des substances potentiellement neurotoxiques. La
présente méthode peut étre utilisée pour obtenir des informations complémentaires sur les effets
neurotoxiques observés dans les études de toxicité systémique a dose répétée, et éventuellement pour
confirmer ces effets. Cependant, la neurotoxicité potentielle de substances appartenant a certaines
catégories pourra étre évaluée de fagon plus appropriée en appliquant directement la présente méthode,
sans recueillir au préalable les indications qui peuvent étre fournies par les études de toxicité
systémique a dose répétée. Ce sera notamment le cas lorsque :

* des signes de neurotoxicité ou des 1ésions neuropathologiques sont observés dans des études de
toxicité autres que des études de toxicité systémique a dose répétée, ou

* lorsque les substances présentent des similitudes de structure ou ont d'autres caractéristiques en
commun avec des substances neurotoxiques connues.

Cette méthode peut aussi étre utile dans d'autres cas; voir référence (1) pour plus de détails.

Cette méthode a été concue de manicre a pouvoir étre adaptée, en fonction des besoins spécifiques,
aussi bien pour confirmer la neurotoxicité histopathologique d'une substance chimique ou sa
neurotoxicité sur le plan du comportement, que pour caractériser et quantifier les neurotoxiques.
Autrefois, la neurotoxicité €tait assimilée a une forme de neuropathie englobant des 1ésions
neuropathologiques ou des dysfonctionnements neurologiques tels que apoplexie, paralysie ou
tremblements. Bien que la neuropathie soit une manifestation importante de la neurotoxicité, il
apparait aujourd'hui clairement qu'il existe de nombreux autres signes de toxicité pour le systéme
nerveux (par exemple, perte de la coordination motrice, déficits sensoriels, diminution de la faculté
d'apprentissage et de la mémoire) qui ne sont pas toujours mis en évidence par les études
neuropathologiques ou autres.

La présente méthode d'essai de neurotoxicité vise a détecter, chez les rongeurs adultes, les effets
importants sur le comportement et les effets neuropathologiques. Bien que des effets sur le
comportement, méme s'ils ne sont pas accompagnés de changements morphologiques, puissent révéler
un impact néfaste sur l'organisme, les changements de comportement ne sont pas tous spécifiques du
systéme nerveux. Par conséquent, tout changement observé doit étre évalué par rapport aux données
histopathologiques, hématologiques ou biochimiques correspondantes et aux résultats d'autres études
de toxicité systémique. Les essais préconisés par la présente méthode pour caractériser et quantifier les
réponses neurotoxiques comprennent des procédures histopathologiques et des procédures
spécifiquement axées sur le comportement, qui pourront étre étayées par des études
¢électrophysiologiques et/ou biochimiques (1)(2)(3)(4).

Les agents neurotoxiques peuvent agir sur différentes cibles dans le systéme nerveux et cela, par
différents mécanismes. Comme il est impossible de concevoir une seule série d'essais permettant
d'évaluer de manicre approfondie le potentiel neurotoxique de toutes les substances, il peut s'avérer
nécessaire de mettre en oeuvre d'autres essais in vivo ou in vitro spécifiques du type de neurotoxicité
observé ou escompté.

La présente méthode d'essai peut également servir, en association avec le document d'orientation de
I'OCDE sur les stratégies et les méthodes d'essais en matiére de neurotoxicité, a concevoir des études
destinées a mieux caractériser la relation dose-effet ou a en améliorer la sensibilité, en vue d'obtenir
une meilleure estimation de la concentration sans effet nocif observé ou de mettre en évidence les
dangers connus ou suspectés de la substance. On peut ainsi concevoir des études pour identifier et
évaluer le ou les mécanisme(s) neurotoxiques ou pour compléter des données déja fournies par
l'application de protocoles de base d'observations du comportement et d'observations
neuropathologiques. Lors de ces études, il est inutile de chercher a obtenir en double des données qui
seraient de toute fagon obtenues en suivant les protocoles préconisés par cette méthode, si ces données
sont déja disponibles et ne sont pas nécessaires pour l'interprétation des résultats de I'étude.

Les informations recueillies dans cette étude de neurotoxicité, qu'elle soit réalisée de fagon
indépendante ou couplée a d'autres études, permettent de :

* déterminer si les effets de la substance chimique sur le systéme nerveux sont permanents ou
réversibles;

* mieux caractériser les altérations du systéme nerveux qui sont liées a I'exposition a la substance et
faciliter la compréhension du mécanisme sous-jacent;



* déterminer les relations entre dose et effet et entre temps et effet afin de pouvoir estimer la
concentration sans effet nocif observé (laquelle pourra servir a établir les critéres de sécurité de la
substance).

Dans cette méthode, la substance d'essai est administrée par voie orale. Si d'autres voies, comme la
voie dermique ou l'inhalation, paraissent plus appropriées, des modifications des procédures
recommandées s'imposent. Le choix de la voie d'administration est dicté par les circonstances de
I'exposition humaine et par les informations toxicologiques ou cinétiques disponibles.

1.2 DEFINITIONS

Effet nocif : toute altération par rapport a une situation de référence, qui est due au traitement et qui
diminue l'aptitude d'un organisme a survivre, se reproduire ou s'adapter a I'environnement.

Dose : la quantité de substance d'essai administrée. La dose s'exprime en poids (g, mg) de substance
d'essai ou en poids de substance d'essai par unité de poids de 1'animal d'expérience (par exemple,
mg/kg) ou en concentration dans le régime (ppm).

Dosage : un terme général qui comprend la dose, la fréquence et la durée de I'administration.
Neurotoxicité : une altération de la structure ou de la fonction du systéme nerveux qui est la
conséquence d'une exposition a un agent chimique, biologique ou physique.

Agent neurotoxique : tout agent chimique, biologique ou physique capable d'induire une neurotoxicité.
CSENO : concentration maximale sans effet nocif observé, c'est-a-dire la dose la plus ¢élevée a laquelle
aucun effet nocif imputable au traitement n'est observé.

1.3 PRINCIPE DE LA METHODE D'ESSAI

La substance a tester est administrée par voie orale a différents niveaux de dose a plusieurs groupes de
rongeurs. L'administration se fait généralement a doses répétées sur une période qui peut étre de 28
jours, de 90 jours (étude subchronique) ou d'une année ou plus (étude chronique). Les procédures
décrites dans cette méthode peuvent également étre appliquées dans le cas d'une étude de neurotoxicité
aigué. Les animaux sont soumis a I'essai afin de détecter ou de caractériser des anomalies de
comportement ou d'ordre neurologique. Au cours de chaque période d'observation, différents aspects
du comportement qui pourraient étre indicatifs d'une atteinte neurotoxique sont évalués. A la fin de
l'essai, une partie des animaux de chaque groupe et de chaque sexe sont perfusés in situ et des coupes
du cerveau, de la moelle épiniére et des nerfs périphériques sont préparées et examinées.

Lorsque I'étude est conduite de fagon indépendante pour dépister une neurotoxicité ou caractériser des
effets neurotoxiques, les animaux de chaque groupe qui ne sont pas utilisés pour la perfusion et
I'examen histopathologique (voir Tableau 1) peuvent servir pour des examens du comportement et des
examens neuropathologiques, neurochimiques ou électrophysiologiques qui permettent de compléter
les données recueillies dans les observations de base préconisées par la présente méthode (1). Ces
examens complémentaires peuvent &tre particulierement utiles lorsque des observations empiriques ou
des effets escomptés laissent prévoir un type spécifique de neurotoxicité ou une cible spécifique pour
cette neurotoxicité. Une autre possibilité est d'utiliser les animaux restants dans des évaluations telles
que celles qui sont préconisées par les méthodes d'essai de toxicité a doses répétées chez les rongeurs.
Lorsque les procédures de la présente méthode d'essai sont combinées avec celles d'autres méthodes, il
faut prévoir un nombre suffisant d'animaux pour pouvoir effectuer les observations requises par les
deux études.

1.4 DESCRIPTION DE LA METHODE D'ESSAI

1.4.1 Choix de I'espece animale

Le rat est I'espéce préférée, mais d'autres espéces de rongeurs peuvent étre utilisées moyennant
justification du choix. Il convient de recourir aux souches couramment utilisées en laboratoire. Les
animaux doivent étre adultes, jeunes et sains. Les femelles doivent &tre nullipares et non gravides.
L'administration des doses doit débuter aussitot aprés le sevrage, de préférence avant que les animaux
n'atteignent 1'age de six semaines et en tout état de cause avant neuf semaines. Cependant, lorsque la
présente étude est couplée a d'autres études, cette limite d'age peut faire 'objet d'un ajustement. Au
début de 1'¢tude, les variations de poids entre animaux ne doivent pas dépasser plus ou moins 20 pour
cent du poids moyen des animaux du méme sexe. Si une étude de toxicité orale a dose répétée de
faible durée est réalisée en tant qu'essai préliminaire avant une étude a long terme, il faut utiliser des
animaux de méme souche et de méme provenance dans les deux études.

1.4.2 Conditions d'hébergement et d'alimentation

La température du local des animaux d'expérience doit étre de 22 °C (+ 3 °C). L'humidité relative doit



atteindre au moins 30 pour cent et rester de préférence inférieure a 70 pour cent, mais en dehors des
heures de nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir le taux d'humidité autour de 50 a 60 pour
cent. On appliquera un éclairage artificiel alternant 12 heures de lumiére et 12 heures d'obscurité. Les
bruits forts intermittents doivent étre réduits au minimum. Pour ['alimentation des animaux, on pourra
utiliser la nourriture classique de laboratoire avec de 1'eau potable a satiété. Le choix du régime 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 peuvent étre placés dans des cages soit individuellement,
soit par petits groupes du méme sexe.

1.4.3 Préparation des animaux

Des animaux jeunes et sains sont choisis au hasard pour étre répartis entre les groupes de controle et
de traitement. Les cages sont disposées de maniére a minimiser les effets possibles dus a l'agencement
des cages. Les animaux sont marqués individuellement afin de permettre leur identification. Ils sont
maintenus dans les cages pendant cing jours au moins avant le début de 1'étude pour leur permettre de
s'acclimater aux conditions du laboratoire.

1.4.4 Voies d'administration et préparation des doses

Dans cette méthode, la substance d'essai est administrée par voie orale. La substance a tester peut étre
administrée par gavage ou en capsules ou incorporée dans la nourriture ou l'eau de boisson. D'autres
voies d'administration (par ex. voie dermique ou inhalation) peuvent étre utilisées, mais nécessiteront
le cas échéant des modifications du mode opératoire. Le choix de la voie d'administration est dicté par
les circonstances de I'exposition humaine et par les informations toxicologiques ou cinétiques
disponibles. Le choix de la voie d'administration, ainsi que les éventuelles modifications du mode
opératoire doivent étre justifiés.

Si nécessaire, la substance d'essai peut étre dissoute ou mise en suspension dans un véhicule approprié.
11 est recommandé de privilégier les solutions ou suspensions aqueuses. A défaut, on peut utiliser une
solution dans l'huile (huile de mais, par exemple) et, en dernier recours, une solution dans d'autres
véhicules. Lorsque le véhicule n'est pas aqueux, il faut en connaitre les propriétés toxiques. D'autres
caractéristiques du véhicule peuvent avoir de l'importance, notamment des éventuels effets sur
l'absorption, la distribution, le métabolisme ou la rétention de la substance d'essai, pouvant agir sur les
propriétés toxiques de celle-ci, et des effets sur la consommation de nourriture ou d'eau ou sur 1'état
nutritionnel des animaux.

1.5 MODE OPERATOIRE

1.5.1 Nombre et sexe des animaux

Lorsqu'il s'agit d'une étude indépendante, il faut utiliser au moins vingt animaux (dix femelles et dix
males) dans chaque groupe de traitement et dans chaque groupe témoin pour les observations cliniques
et fonctionnelles. A la fin de I'étude, au moins cinq males et cinq femelles sont prélevés parmi ces dix
males et ces dix femelles pour étre perfusés in situ et soumis a un examen neuro-histopathologique.
Lorsque dans un groupe de dosage, les observations visant a détecter les effets neurotoxiques ne sont
réalisées que sur un nombre limité d'animaux, il convient que ces animaux fassent partie de ceux qui
seront choisis pour étre perfusés. Si I'étude est combinée avec une étude de toxicité a doses répétées, le
nombre des animaux doit étre suffisant pour que les objectifs des deux études puissent étre atteints. Le
Tableau 1 donne les nombres minimaux d'animaux par groupe pour différentes combinaisons d'études.
S'il est prévu de sacrifier des animaux avant le terme de 1'é¢tude ou de constituer des groupes pour
observer la réversibilité des effets, leur persistance ou l'apparition différée d'effets toxiques apres
traitement, ou si des observations complémentaires sont envisagées, il faut augmenter le nombre
d'animaux pour s'assurer que le nombre requis pour les observations et les examens histopathologiques
sera disponible.

1.5.2 Groupes de traitement et groupes témoins

En régle générale, on doit disposer d'au moins trois groupes d'animaux traités et d'un groupe témoin.
Cependant, s'il ressort de I'évaluation d'autres données qu'aucun effet n'est a attendre d'une
administration répétée a la dose de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour, on peut procéder a un essai
limite. Si I'on ne dispose pas de données adéquates, on peut mener une étude préliminaire visant a
délimiter la gamme des niveaux de doses a utiliser. A I'exception de l'exposition a la substance a tester,
les animaux du groupe témoin doivent étre traités exactement de la méme manicre que les animaux
des groupes de traitement. Si la substance a tester est incorporée dans un véhicule, le groupe témoin
doit en recevoir un volume égal au plus grand volume utilisé dans les groupes de traitement.



1.5.3 Controle de la fiabilité

Le laboratoire chargé de I'étude doit présenter des données attestant de sa capacité a réaliser I'étude et
prouvant la sensibilité des méthodes employées. Ces données doivent constituer une preuve évidente
de la faculté du laboratoire a détecter et, le cas échéant, a quantifier, les changements observés pour les
différents critéres d'évaluation, notamment réactions neurovégétatives, réactivité sensorielle, force de
préhension et activité motrice. Les références 2 a 9 contiennent des informations sur les substances qui
provoquent différents types de réponses neurotoxiques et qui peuvent servir de témoins positifs. Des
données antérieures peuvent également étre utilisées a condition que les principaux éléments des
procédures expérimentales soient restés les mémes. Des mises a jour périodiques de ce type de
données sont recommandées. Chaque fois que le laboratoire modifie un élément essentiel du mode
opératoire ou des méthodes employées, de nouvelles données doivent étre réunies pour démontrer que
la sensibilité des procédures est maintenue.

1.5.4 Choix des doses

Les niveaux de dose doivent étre choisis en fonction des données disponibles concernant la toxicité et
la toxico-cinétique de la substance d'essai ou de substances apparentées. La dose la plus élevée est
choisie dans le but de provoquer des effets neurotoxiques ou des effets de toxicité systémique
manifeste. Il faut ensuite choisir une série de doses décroissantes de fagon a mettre en évidence une
éventuelle relation dose-effet et 'absence d'effets nocifs observables au niveau de la dose la plus faible
(CSENO). En principe, les niveaux de doses doivent étre choisis de telle maniére que 'on puisse
distinguer les effets neurotoxiques primaires des effets liés a la toxicité systémique. Deux a trois
intervalles entre niveaux successifs représentent fréquemment la meilleure solution et il est souvent
préférable d'ajouter un quatriéme groupe d'essai plutot que de fixer des intervalles trop espacés (par
exemple dépassant un facteur dix) entre les niveaux de dose. Lorsque des estimations réalistes de
lI'exposition humaine existent, il faut en tenir compte.

1.5.5 Essai limite

Si une étude réalisée a une dose d'au moins 1 000 mg/kg de poids corporel/jour selon la méthode
décrite ci-dessus ne provoque aucun effet toxique observable, et que d'apres les données obtenues pour
des composés de structure analogue, il est peu probable que la substance testée soit toxique, on peut
considérer qu'il est inutile d'effectuer une étude compléte sur trois niveaux de dose. En fonction de
lI'exposition humaine escomptée, il pourra s'avérer nécessaire d'administrer une dose plus forte par voie
orale pour l'essai limite. Pour les autres voies d'administration, comme l'inhalation ou l'application
cutanée, ce sont souvent les propriétés physiques et chimiques de la substance qui déterminent le
niveau d'exposition maximal. Dans le cas d'une étude orale aigué, la dose de 1'essai limite doit étre au
moins 2 000 mg/kg.

1.5.6 Administration des doses

La substance a tester est administrée aux animaux quotidiennement, sept jours par semaine, sur une
période d'au moins 28 jours. L'administration a raison de cinq jours par semaine ou l'adoption d'une
période d'exposition plus courte demandent a étre justifiées. Lorsque la substance 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 &tre administré en une
fois dépend de la taille de 1'animal. Ce volume ne doit pas dépasser 1 ml/ 100 g de poids corporel.
Toutefois, dans le cas d'une solution aqueuse, il est possible d'utiliser jusqu'a 2 ml/100 g de poids
corporel. Exception faite pour les substances irritantes ou corrosives, qui donneraient normalement
lieu a des effets fortement amplifiés a des concentrations plus élevées, il convient de minimiser les
variations du volume administré en ajustant la concentration de fagon a maintenir un volume constant
a tous les niveaux de dose.

Lorsque la substance est administrée dans la nourriture ou I'eau de boisson, il importe que les quantités
de substance utilisées ne modifient pas les bilans nutritionnels ou hydriques normaux. Lorsque la
substance est administrée dans la nourriture, deux possibilités sont offertes : soit le maintien d'une
concentration constante (exprimée en ppm), soit le maintien d'un niveau de dose constant par rapport
au poids corporel de I'animal. L'option choisie doit étre précisée. Lorsque la substance est administrée
par gavage, la dose doit étre administrée chaque jour a la méme heure et la quantité doit étre ajustée de
maniére a maintenir un niveau de dose constant par rapport au poids corporel de l'animal. Lorsqu'un
essai a dose répétée sert d'étude préliminaire a une étude a long terme, il faut appliquer le méme
régime alimentaire dans les deux études. Pour les études de toxicité aigué, si la dose ne peut étre



administrée en une seule fois, il est possible de la fractionner sur une période n'excédant pas 24 heures.
1.6 OBSERVATIONS

1.6.1 Fréquence des observations et essais

Dans les études a doses répétées la période d'observation doit s'étendre sur toute la période de
traitement. Dans les études de toxicité aigué, les observations sont poursuivies pendant 14 jours apres
le traitement. Les animaux de groupes satellites (qui ne sont pas exposés pendant une certaine période
apres le traitement) sont observés également pendant 14 jours.

Les observations doivent étre suffisamment fréquentes pour favoriser la détection de toute anomalie de
comportement ou d'ordre neurologique. Les observations se font de préférence aux mémes moments
chaque jour, en tenant compte de la période au cours de laquelle les effets escomptés du traitement
seront les plus marqués. Le Tableau 2 récapitule la fréquence des observations cliniques et des tests
fonctionnels. Si des données de cinétique et autres, obtenues dans des études antérieures, indiquent
que d'autres moments de la journée sont plus propices aux observations, essais ou observations apres
traitement, il y a lieu d'adopter un échéancier différent afin de recueillir le plus d'informations
possible. Les modifications de I'échéancier doivent étre justifiées.

1.6.1.1 Surveillance de 1'état de santé général et relevés de mortalité/morbidité

Tous les animaux font l'objet d'un examen minutieux au moins une fois par jour pour vérifier leur état
de santé, et des relevés de la morbidité et de la mortalité sont effectués au moins deux fois par jour.
1.6.1.2 Observations cliniques détaillées

Tous les animaux choisis pour étre soumis a un examen clinique approfondi (voir Tableau 1) subissent
cet examen une fois avant la premiére exposition (pour permettre des comparaisons sur un méme
individu) et a divers intervalles par la suite, en fonction de la durée de I'étude (voir Tableau 2). Les
groupes satellites destinés a l'observation de la réversibilité des effets sont examinés a la fin de la
période de récupération. Ces examens doivent étre effectués hors de la cage habituelle, sur une aire
standard. Les résultats doivent étre soigneusement consignés, de préférence a l'aide de systémes de
cotation utilisant des critéres ou d'échelles de cotation, pour chaque mesure effectuée. Les critéres ou
échelles employés doivent étre explicitement définis par le laboratoire. Il faut s'efforcer de minimiser
les variations des conditions d'essai (mis a part celles qui sont liées au traitement) et prendre les
dispositions nécessaires pour que les examens soient effectués par des observateurs expérimentés
n'ayant pas connaissance du traitement administré.

11 est recommandé procéder de maniere structurée en appliquant systématiquement, pour chaque
animal et & chaque moment d'observation, des critéres bien définis. Les données utilisées pour définir
le niveau normal doivent étre présentées. Tous les signes observés doivent étre consignés. L'ampleur
des signes observés est également consignée chaque fois que cela est possible. Les observations
cliniques devraient notamment porter sur les modifications de I'état de la peau, de la fourrure, des
yeux, des membranes muqueuses, l'apparition de sécrétions et d'excrétions et de réactions
neurovégétatives (sécrétion de larmes, horripilation, variation du diametre pupillaire, rythme
respiratoire inhabituel, respiration par la bouche, tous signes inhabituels de miction ou défécation,
urine décolorée, par exemple).

11 convient également de consigner toute réaction inhabituelle en ce qui concerne la position du corps,
le niveau d'activité (par exemple, exploration accrue ou diminuée de l'aire standard) et la coordination
des mouvements. Il convient également de consigner les modifications dans la démarche
(dandinement, ataxie, par exemple), dans la posture (dos arrondi, par exemple) et la réaction a la
manipulation, au placement et autres stimuli, ainsi que la présence de mouvements cloniques ou
toniques, les convulsions et tremblements, les comportements stéréotypés (par exemple, toilettage
excessif, parcours circulaires répétitifs) ou les comportements bizarres (par exemple, tendance a
mordre, 1échage excessif, automutilation, marche a reculons, vocalisation) ou l'agressivité.

1.6.1.3 Tests fonctionnels

Comme dans le cas des observations cliniques, les tests fonctionnels sont réalisés sur tous les animaux
sélectionnés a cet effet (voir Tableau) une fois avant I'exposition et fréquemment ensuite. La fréquence
des tests fonctionnels dépend également de la durée de 1'étude (voir Tableau 2). En plus des périodes
d'observation stipulées dans le Tableau 2, des observations fonctionnelles sont réalisées sur des
groupes satellites aussi pres que possible du sacrifice final. Les tests fonctionnels explorent notamment
la réactivité sensorielle a divers stimuli [par exemple, stimuli auditifs, visuels et proprioceptifs)
(5)(6)(7)], la force de préhension (8) et I'activité motrice (9). Cette derniére doit étre mesurée a l'aide



d'un dispositif automatique pouvant détecter aussi bien les hausses que les baisses d'activité. Si un
autre systéme défini est utilisé, il doit étre quantitatif et de sensibilité et fiabilité démontrées. Chaque
dispositif doit étre testé afin de garantir sa fiabilité au cours du temps et la cohérence des résultats d'un
dispositif a l'autre. On trouvera dans les références bibliographiques susmentionnées une description
plus détaillée des modes opératoires. En 1'absence d'informations sur le potentiel neurotoxique (par
ex., informations sur la relation structure-activité, données épidémiologiques, autres études
toxicologiques), il convient d'envisager des tests plus spécialisés d'exploration des fonctions
sensorielles et motrices ou de la mémoire et de la faculté d'apprentissage. La référence (1) fournit de
plus amples informations sur les tests plus spécialisés et leur utilisation.

Exceptionnellement, les animaux qui montrent des signes de toxicité marqués qui risqueraient de
fausser considérablement les résultats du test fonctionnel peuvent ne pas étre soumis a ce test. La
décision d'écarter des animaux d'un test fonctionnel doit étre justifiée.

1.6.2 Poids corporel et consommation de nourriture et d'eau

Dans les études allant jusqu'a 90 jours, tous les animaux doivent &tre pesés au moins une fois par
semaine. Il faut également mesurer la quantité de nourriture consommeée (ou d'eau consommeée,
lorsque la substance est administrée par cette voie), au moins une fois par semaine. Dans les études a
long terme, tous les animaux sont pesés au moins une fois par semaine pendant les treize premieres
semaines et au moins une fois toutes les quatre semaines par la suite. La quantité de nourriture
consommeée (ou d'eau, si la substance est administrée par cette voie) doit &tre mesurée au moins une
fois par semaine pendant les treize premiéres semaines et a peu pres tous les trois mois par la suite, a
moins qu'une détérioration de 1'état général ou un amaigrissement n'imposent d'autres conditions.
1.6.3 Ophtalmologie

Dans les études de plus de 28 jours, un examen ophtalmologique a 1'aide d'un ophtalmoscope ou d'un
autre appareil approprié doit étre effectué avant 'administration de la substance et au terme de ['étude.
Cet examen est effectué de préférence sur tous les animaux et en tout état de cause au moins sur ceux
du groupe ayant regu la dose la plus forte ainsi que sur les animaux des groupes témoins. Si des
altérations sont détectées dans les yeux, ou si des signes cliniques y incitent, I'examen est étendu a tous
les animaux. Dans les études a long terme, un examen ophtalmologique est prévu aprés treize
semaines. Des examens ophtalmologiques ne sont pas nécessaires si les informations pertinentes ont
déja été fournies par d'autres études de durée similaire réalisées a des doses comparables.

1.6.4 Hématologie et biochimie clinique

Lorsque I'é¢tude de neurotoxicité est conduite en combinaison avec une étude de toxicité systémique a
doses répétées, les examens hématologiques et les déterminations de biochimie clinique doivent &tre
effectués comme prescrit par la méthode correspondante de 1'é¢tude de toxicité systémique. Les
échantillons sont a prélever de telle fagon que les effets possibles sur le comportement neurologique
soient réduits au minimum.

1.6.5 Histopathologie

L'examen neuropathologique doit étre congu dans le but de compléter et d'approfondir les observations
faites pendant la phase in vivo de 1'¢tude. Les tissus d'au moins cinq animaux de chaque sexe et de
chaque groupe (voir le Tableau 1 et le paragraphe suivant) doivent étre fixés in situ a l'aide des
techniques de perfusion et de fixation usuelles (voir le chapitre 5 de la référence 3 et le chapitre 50 de
la référence 4). Tout changement important observable doit étre consigné. S'il s'agit d'une étude
indépendante, réalisée pour dépister une neurotoxicité ou pour caractériser des effets neurotoxiques,
les animaux restants peuvent étre utilisés pour des examens spécifiques du comportement
neurologique (10)(11), des examens neuropathologiques (10)(11)(12)(13), neurochimiques
(10)(11)(14)(15) ou électrophysiologiques pouvant éventuellement compléter les procédures et
examens décrits ici, ou bien venir s'ajouter aux animaux soumis a l'examen histopathologique. Ces
procédures complémentaires sont particuliérement utiles lorsque, a la suite d'observations empiriques
ou sur la base des effets escomptés, on peut s'attendre a un type spécifique de neurotoxicité ou a une
cible spécifique de celle-ci (2)(3). Ces animaux restants peuvent également servir dans les évaluations
pathologiques de routine qui sont décrites dans la méthode a doses répétées.

Les échantillons de tissus sont colorés par une méthode usuelle, par exemple par de I'hématoxyline et
de I'éosine, inclus dans de la paraffine et examinés sous le microscope. Si des signes de neuropathie
périphérique sont observés ou en cas de suspicion de tels effets, il conviendra d'examiner des
échantillons de tissu nerveux périphérique inclus dans du plastique. Certains signes cliniques peuvent



également inciter a 'examen d'autres sites ou a 'utilisation de méthodes de coloration spéciales. Les
références (3) et (4) fournissent des indications sur les sites supplémentaires a examiner. Des colorants
spéciaux peuvent aussi étre utiles pour mettre en évidence des types spécifiques d'altérations
pathologiques (18).

Un examen histologique doit étre réalisé sur des coupes représentatives du systéme nerveux central et
périphérique (voir le chapitre 5 de la référence 3 et le chapitre 50 de la référence 4). Les sites examinés
doivent normalement comprendre le cerveau antérieur, le centre des hémisphéres cérébraux,
comprenant une coupe de I'hippocampe, le cerveau central, le cervelet, la protubérance annulaire, le
bulbe rachidien, I'oeil avec le nerf optique et la rétine, la moelle épiniére et les renflements cervicaux
et lombaires, les ganglions de la chaine dorsale, les fibres de la chaine dorsale et ventrale, le nerf
sciatique proximal, le nerf tibial proximal (au genou) et les ramifications du nerf tibial aux muscles du
mollet. Les sections de la moelle épiniére et des nerfs périphériques doivent comprendre des coupes
transversales et longitudinales. Il faut accorder une attention particuliére a la vascularisation du
systeme nerveux. Un échantillon de muscles squelettiques, en particulier du mollet, devrait également
étre examiné. Une attention particuli¢re devrait étre accordée aux régions a structure cellulaire et
fibreuse du systéme nerveux central et périphérique, qui sont connues pour étre particuliérement
sujettes aux attaques neurotoxiques.

Les références (3) et (4) fournissent des informations sur les altérations neuropathologiques
typiquement liées aux expositions a une substance neurotoxique. Il est recommandé de procéder par
étapes pour I'examen des échantillons de tissus, en comparant d'abord des coupes du groupe ayant regu
la forte dose avec des coupes du groupe témoin. Si aucune altération neuropathologique n'est constatée
dans les échantillons de ces groupes, il n'est pas nécessaire de poursuivre l'analyse. Si des altérations
neuropathologiques apparaissent dans le groupe traité a la forte dose, il faut alors examiner
successivement des échantillons de tous les tissus potentiellement affectés des groupes traités a la dose
intermédiaire et a la dose faible.

Si I'examen qualitatif met en évidence des signes d'altérations neuropathologiques, il convient de
procéder a un second examen de toutes les régions du systéme nerveux qui présentent ces altérations.
Dans tous les groupes de dosage, il convient de réaliser des coupes de toutes les régions
potentiellement affectées, qui seront ensuite codées, puis examinées a I'aveugle dans un ordre
aléatoire. La fréquence et la gravité de chaque 1ésion sont consignées. Quand toutes les régions de tous
les groupes ont été cotées, le code est cassé et une analyse statistique est faite afin de déterminer la
relation dose-réponse. Il faut donner la description des différents degrés de gravité de chaque 1ésion.
Les résultats de 1'examen neuropathologique doivent étre évalués a la lumicre des observations et
déterminations fonctionnelles, ainsi que des résultats des études de toxicité systémique réalisées sur la
substance.

2 RESULTATS

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

11 faut présenter les résultats relatifs a chaque individu. En outre, toutes les données doivent &tre
résumées sous forme de tableaux montrant pour chaque groupe d'essai ou groupe témoin, le nombre
d'animaux au début de I'essai, le nombre d'animaux trouvés morts ou euthanasiés au cours de l'essai, le
moment de chaque déces ou sacrifice, le nombre d'animaux manifestant des signes de toxicité, une
description de ces signes, y compris le moment de leur apparition, leur durée, leur type et leur gravité,
le nombre d'animaux présentant des 1ésions, le type de ces derniéres et leur gravité.

2.2 EVALUATION ET INTERPRETATION DES RESULTATS

Les résultats de 1'étude doivent étre évalués sur les plans de la fréquences, de la gravité et de la
corrélation des effets neuropathologiques et de comportement (le cas échéant, neurochimiques et
¢électrophysiologiques si des examens supplémentaires ont été pratiqués) avec d'autres effets nocifs
observés. Dans la mesure du possible, les résultats numériques devraient étre évalués au moyen d'une
méthode statistique adéquate et communément acceptée. Les méthodes statistiques doivent étre
choisies au moment de la conception de I'étude.

3 RAPPORT

Rapport d'essai

Le rapport d'essai doit comporter les informations ci-apres :

Substance d'essai :

- nature physique (y compris isomérisation, pureté et propriétés physico-chimiques);



- données permettant l'identification.

Véhicule (le cas échéant) :

- justification du choix du véhicule.

Animaux d'expérience :

- espece/souche utilisées;

- nombre, age et sexe des animaux;

- source, conditions d'encagement, acclimatation, alimentation, etc.;

- poids de chaque animal au début de I'essai.

Conditions de 'essai :

- description détaillée de la formulation de la substance a tester et/ou de la préparation alimentaire,
concentration atteinte, stabilité et homogénéité de la préparation;

- précisions sur les doses administrées, le véhicule, le volume et la forme physique du mélange
administré;

- précisions sur le mode d'administration de la substance a tester;

- justification du choix des niveaux de dose;

- justification du choix de la voie et de la durée d'exposition;

- conversion de la concentration (en ppm) de la substance a tester dans la nourriture ou dans I'eau de
boisson en dose (en mg/kg de poids corporel/jour), le cas échéant;

- précisions sur la qualité des aliments et de 1'eau.

Procédures d'observation et d'essais :

- précisions sur l'affectation des animaux de chaque groupe aux sous-groupes de perfusion;

- précisions sur les systémes de cotation, les critéres et les échelles utilisés pour chaque détermination
lors des observations cliniques détaillées;

- précisions sur les tests fonctionnels d'exploration de la réactivité sensorielle & divers stimuli (par
exemple stimuli auditifs, visuels et proprioceptifs); précisions sur 1'évaluation de la force de
préhension; précisions sur I'évaluation de l'activité motrice (y compris détails sur les dispositifs
automatiques de détection de l'activité) et sur les autres procédures;

- précisions sur les examens ophtalmologiques et, le cas échéant, hématologiques et sur les tests de
biochimie clinique, avec indication des valeurs de référence;

- précisions sur les procédures spécifiques de recherche des modifications du comportement et des
altérations neuropathologiques, neurochimiques et électrophysiologiques.

Résultats :

- poids corporel/variations du poids corporel et poids au moment du sacrifice;

- consommation d'aliments et d'eau, le cas échéant;

- informations sur les réactions de toxicité, par sexe et par niveau de dose, y compris les symptomes de
toxicité ou mortalité;

- nature, gravité et durée (moment du début et évolution observée) des observations cliniques
détaillées (préciser si les effets sont réversibles ou non);

- description détaillée des résultats de tous les tests fonctionnels;

- résultats de l'autopsie

- description détaillée de toutes les observations concernant le comportement, les modifications
neuropathologiques, neurochimiques et €lectrophysiologiques, le cas échéant;

- données concernant I'absorption et le métabolisme, si disponibles

- traitement statistique des résultats, le cas échéant

Discussion des résultats :

- informations concernant la relation dose-réponse

- rapport entre tout autre effet toxique et une conclusion quant au potentiel neurotoxique de la
substance

- concentration sans effet nocif observé.

Conclusions :

- une appréciation sur la neurotoxicité globale de la substance est demandée.
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Annexe 11

« C.21. MICRO-ORGANISMES DU SOL : ESSAI DE TRANSFORMATION DE L'AZOTE

1. METHODE

La présente méthode d'essai reprend I'essai TG 216 (2000) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

La présente méthode d'essai décrit une méthode de laboratoire congue pour étudier les effets a long
terme des substances chimiques, aprés une exposition unique, sur l'activité de transformation de 1'azote
par les micro-organismes du sol. L'essai s'appuie principalement sur les recommandations de



I'Organisation européenne et méditerranéenne pour la protection des plantes (1). Toutefois, d'autres
lignes directrices, notamment celles du Biologische Bundesanstalt allemand (2), de 1'agence de
protection de l'environnement des Etats-Unis (3) de la SETAC (4) et de 1'Organisation internationale
de normalisation (ISO) (5), ont également été prises en considération. Lors d'un atelier de I'OCDE sur
la sélection des sols et des sédiments, qui s'est tenu a Belgirate, Italie, en 1995 (6), le nombre et le type
de sols a utiliser dans le cadre de cet essai ont été définis. Les recommandations relatives au
prélévement, a la manipulation et au stockage des échantillons de sol s'appuient sur des lignes
directrices de 1'I[SO (7) et sur les recommandations de l'atelier de Belgirate. Pour déterminer et évaluer
les caractéristiques toxiques des substances d'essai, il peut étre nécessaire de déterminer leurs effets
sur l'activité microbienne du sol, par exemple lorsqu'il est nécessaire de disposer de données sur les
effets secondaires potentiels des produits phytosanitaires sur la microflore du sol ou bien en cas de
risque d'exposition des micro-organismes du sol a des substances chimiques autres que les produits
phytosanitaires. L'essai de transformation de l'azote est effectué pour déterminer les effets de ces
substances chimiques sur la microflore du sol. Si I'essai porte sur des produits agrochimiques (produits
phytosanitaires, engrais, produits chimiques sylvicoles), deux essais sont effectués : I'essai de
transformation de l'azote et 1'essai de transformation du carbone. S'il s'agit d'autres substances que les
produits agrochimiques, I'essai de transformation de 1'azote suffit. Toutefois, si les valeurs CEso de
l'essai de transformation de l'azote relatives a ces substances chimiques correspondent a celles des
inhibiteurs de la nitrification commerciaux (nitrapyrine), un essai de transformation du carbone peut
étre effectué afin d'obtenir des informations complémentaires.

Les sols sont formés de composés vivants et non vivants qui existent sous forme de mélanges
complexes et hétérogénes. Les micro-organismes jouent un réle important dans la décomposition et la
transformation de la matiére organique en sol fertile et un grand nombre d'espéces contribuent aux
différents aspects de la fertilisation des sols. Toute interférence a long terme avec ces processus
biochimiques risque de perturber le cycle des éléments nutritifs et par conséquent d'altérer la fertilité
du sol. La transformation du carbone et de 'azote se produit dans tous les sols fertiles. Bien que les
colonies microbiennes responsables de ces processus différent d'un sol a un autre, les voies de
transformation sont identiques pour l'essentiel.

La méthode d'essai décrite ici est congue pour détecter les effets nocifs a long terme d'une substance
sur le processus de transformation de 1'azote a la surface aérobie des sols. La méthode d'essai permet
¢également d'estimer les effets des substances sur la transformation du carbone par la microflore du sol.
La formation de nitrate se produit par suite de la dégradation des liaisons carbone-azote. Par
conséquent, si I'on trouve des taux identiques de production de nitrate dans des sols traités et dans les
sols témoins, il est trés probable que les voies de dégradation principales du carbone soient intactes et
fonctionnelles. Le substrat choisi pour I'essai (farine de luzerne en poudre) présente un bon rapport
carbone-azote (généralement entre 12/1 et 16/1). De ce fait, la carence en carbone est réduite pendant
l'essai et si la population microbienne est endommagée par une substance chimique, elle peut se
reconstituer dans un délai de 100 jours.

Les essais a partir desquels la présente méthode d'essai a été mise au point étaient congus avant tout
pour des substances dont il est possible d'estimer la quantité qui pénétre dans le sol. C'est le cas par
exemple, des produits phytosanitaires dont la dose d'application dans le champ est connue. Pour les
produits agrochimiques, il suffit de pratiquer un essai sur deux doses correspondant au taux
d'application prévu ou estimé. Les produits agrochimiques peuvent étre testés sous forme de principes
actifs (p.a.) ou de produits formulés. Toutefois, 1'essai n'est pas limité aux produits agrochimiques. En
modifiant la quantité de substance d'essai appliquée au sol, et le mode d'évaluation des données, on
détermine les effets d'une série de concentrations sur la transformation de 'azote pour les substances
chimiques autres que les produits agrochimiques L'essai peut également étre utilisé pour les substances
chimiques dont on ne connait pas la quantité qui pénetre dans le sol.. Les résultats de ces essais sont
utilisés pour préparer une courbe dose-réponse et calculer les valeurs CEy, ou x est défini comme le
pourcentage d'effet.

1.2 DEFINITIONS

Transformation de 1'azote : dégradation par des micro-organismes de la mati¢re organique contenant
de l'azote, par le processus d'ammonification et de nitrification, en son produit final, le nitrate
inorganique.

CEx (concentration produisant x % d'effet) : concentration de la substance d'essai dans le sol qui



produit x pour cent d'inhibition de la transformation de 1'azote en nitrate.

CEso (concentration produisant 50 % d'effet) : concentration de la substance d'essai dans le sol qui
produit 50 pour cent (50 %) d'inhibition de la transformation de 1'azote en nitrate.

1.3 SUBSTANCES DE REFERENCE

Aucune.

1.4 PRINCIPE DE LA METHODE

Le sol tamisé est amendé avec de la farine végétale en poudre puis traité avec la substance d'essai ou
laissé non traité (témoin). Si I'essai porte sur des produits agrochimiques, il est recommandé d'utiliser
au moins deux concentrations d'essai et celles-ci doivent étre choisies en fonction de la concentration
maximale prévisible dans le champ. Au bout de 0, 7, 14 et 28 jours d'incubation, des échantillons de
sol traité et des échantillons témoins sont extraits avec un solvant approprié, et les quantités de nitrate
présentes dans les extraits sont déterminées. Le taux de formation de nitrate dans les échantillons
traités est compar¢ au taux des échantillons témoins, et 1'écart en pourcentage entre I'échantillon traité
et I'échantillon témoin est calculé. Tous les essais durent au moins 28 jours. Si, au 28&me jour, les
différences entre les sols traités et les sols non traités sont égales ou supérieures a 25 %, les mesures
sont poursuivies pendant une durée maximale de 100 jours. Lorsque 1'essai porte sur des produits non
agrochimiques, une série de concentrations de substance d'essai sont ajoutées aux échantillons de sol,
et les quantités de nitrate formées dans les échantillons traités et les ¢échantillons témoins sont
mesurées au bout de 28 jours d'incubation. Les résultats des essais avec une série de concentrations
sont analysés a 1'aide d'un modé¢le de régression, et les valeurs CE4 sont calculées (CEs, CEzs et/ou
CE0). Voir définitions.

1.5 VALIDITE DE L'ESSAI

L'évaluation des résultats des essais effectués avec des produits agrochimiques repose sur des
différences relativement faibles (valeur moyenne +25 %) entre les concentrations en nitrate dans les
¢échantillons témoins et les échantillons traités, de sorte qu'une variabilité¢ importante des témoins peut
entrainer des résultats erronés. C'est pourquoi la variation entre les témoins doit étre inférieure a +15
%.

1.6 Description de la méthode

1.6.1 Appareillage

Des récipients d'essai en matériau chimiquement inerte sont utilisés. Ces récipients doivent avoir une
contenance adaptée a la méthode d'incubation utilisée, c'est-a-dire : incubation en vrac ou avec une
série d'échantillons individuels (voir le paragraphe 1.7.1.2). Il convient de veiller a la fois @ minimiser
I'évaporation et a permettre I'échange gazeux pendant I'essai (les récipients d'essai peuvent par
exemple étre couverts d'une feuille de polyéthyléne perforée). Lorsque 1'essai porte sur des substances
volatiles, il convient d'utiliser des récipients hermétiques et étanches au gaz. La taille de ces récipients
doit étre telle qu'ils soient remplis environ au quart de leur contenance avec 1'échantillon de sol.

Le matériel courant de laboratoire suivant est utilisé :

- agitateur : agitateur mécanique ou équivalent;

- centrifugeuse (3000 g) ou appareil de filtration (avec du papier filtre sans nitrate);

- instrument de sensibilité et de reproductibilité adapté a I'analyse des nitrates.

1.6.2 Sélection et nombre de sols

Un seul sol est utilisé. Les caractéristiques recommandées sont les suivantes :

- teneur en sable : supéricure a 50 % et inférieure a 75 %;

-pH:5,5-7.5;

- teneur en carbone organique : 0,5 - 1,5 %;

- la biomasse microbienne doit étre mesurée (8)(9) et sa teneur en carbone doit étre égale a 1 % au
moins du carbone organique total du sol.

Dans la plupart des cas, un sol possédant ces caractéristiques représente les conditions les plus
défavorables, puisque l'adsorption de la substance chimique de I'essai est minimale et que l'exposition
de la microflore est maximale. Il est donc généralement inutile d'effectuer des essais avec d'autres sols.
Toutefois, dans certains cas, par exemple lorsque l'utilisation principale prévue de la substance d'essai
concerne des sols particuliers comme les sols forestiers acides, ou dans le cas de substances chimiques
chargées électrostatiquement, il peut étre nécessaire d'utiliser un sol différent.

1.6.3 Prélevement et stockage des échantillons de sol

1.6.3.1 Prélévement



11 est nécessaire de fournir des informations détaillées sur l'historique du site de prélévement. Ces
détails doivent comprendre la localisation exacte, le couvert végétal, les dates de traitement aux
produits phytosanitaires, les traitements aux engrais organiques et inorganiques, les apports
biologiques ou les contaminations accidentelles. Le site choisi pour le prélévement de sol doit étre de
nature a permettre une utilisation de longue durée. Les paturages permanents, les champs plantés de
céréales annuelles (a 'exception du mais) ou a ensemencement dense en engrais verts conviennent. Le
site de prélévement retenu ne doit pas avoir été traité avec des produits phytosanitaires pendant un an
au moins avant le prélévement des échantillons. De méme, aucun engrais organique ne doit avoir été
appliqué pendant au moins six mois. L'utilisation d'engrais minéraux est acceptable uniquement si elle
satisfait aux exigences de la culture et aucun échantillon de sol ne doit étre prélevé que trois mois au
moins apres l'application d'engrais. L'utilisation de sol traité avec des engrais ayant des effets biocides
connus (comme le cyanamide calcique) doit étre évitée.

11 convient d'éviter de prélever des échantillons pendant ou immédiatement aprés de longues périodes
(plus de 30 jours) de sécheresse ou de saturation en eau. En ce qui concerne les sols labourés, les
échantillons doivent étre prélevés a une profondeur de 0 a 20 cm. En ce qui concerne les herbages
(pature) ou les sols qui ne sont pas labourés pendant de longues périodes (au moins une période
végétative), la profondeur maximale du prélévement peut étre 1égerement supérieure a 20 cm (25 cm
par exemple).

Les échantillons de sol doivent étre transportés dans des récipients et dans des conditions de
température de nature a garantir que les propriétés initiales du sol ne soient pas altérées de maniére
significative.

1.6.3.2 Stockage

11 est préférable d'utiliser des sols qui viennent d'étre extraits du site. S'il n'est pas possible d'éviter le
stockage dans le laboratoire, les sols peuvent étre entreposés dans le noir a 4+2°C pendant une durée
maximale de trois mois. Pendant la durée de stockage des sols, des conditions aérobies doivent étre
assurées. Si les sols sont prélevés dans une zone ou il geéle au moins trois mois par an, il peut étre
envisagé de stocker le sol pendant six mois entre moins 18 °C et moins 22 °C. La biomasse
microbienne des sols stockés est mesurée avant chaque expérience et le carbone présent dans la
biomasse doit étre égal a 1 % au moins de la teneur totale en carbone organique du sol (voir le
paragraphe 1.6.2).

1.6.4 Manipulation et préparation du sol pour l'essai

1.6.4.1 Pré-incubation

Si le sol a été stocké (voir le paragraphe 1.6.3.2), il est recommandé de procéder a une pré-incubation
pendant 2 & 28 jours. La température et la teneur en eau du sol pendant la pré-incubation doivent étre
les mémes que celles utilisées pendant l'essai (voir les paragraphes 1.6.4.2 et 1.7.1.3).

1.6.4.2 Propriétés physico-chimiques

Le sol est débarrassé manuellement des gros objets (pierres, débris végétaux, etc.) puis tamisé humide
sans séchage excessif jusqu'a obtention d'une granulométrie inférieure ou égale a 2 mm. La teneur en
eau de I'échantillon de sol doit étre ajustée avec de I'eau distillée ou désionisée a une valeur située
entre 40 % et 60 % de la capacité maximale de rétention d'eau.

1.6.4.3 Amendement a l'aide d'un substrat organique

Le sol doit étre amendé a l'aide d'un substrat organique approprié, comme de la farine de luzerne verte
en poudre (composant principal : Medicago sativa ) avec un rapport C/N situé entre 12/1 et 16/1. Le
rapport luzerne-sol recommandé est de 5 g de luzerne par kilogramme de sol (poids sec).

1.6.5 Préparation de la substance d'essai a appliquer au sol

La substance d'essai est généralement appliquée a 1'aide d'un excipient. L'excipient peut étre de 1'eau
(pour les substances solubles dans I'eau) ou un solide inerte comme du sable de quartz fin
(granulométrie : 0,1-0,5mm). Il convient d'éviter les excipients liquides autres que I'eau (solvants
organiques tels que l'acétone ou le chloroforme) car ils peuvent endommager la microflore. Si l'on
utilise du sable comme excipient, celui-ci peut étre traité par la substance d'essai dissoute ou en
suspension dans un solvant approprié. Dans ce cas, le solvant doit étre éliminé par évaporation avant
de mélanger 'excipient avec le sol. Pour obtenir une répartition optimale de la substance d'essai dans
le sol, un rapport de 10 g de sable par kilogramme de sol (poids sec) est recommandé. Les échantillons
témoins sont traités avec une quantité équivalente d'eau et/ou de sable de quartz uniquement.

Lorsque I'on teste des substances chimiques volatiles, il convient d'éviter dans la mesure du possible



les pertes pendant le traitement et il convient d'essayer de veiller a la répartition homogéne dans
I'échantillon de sol (la substance d'essai doit étre injectée dans le sol en plusieurs endroits).

1.6.6 Concentrations d'essai

Si l'essai porte sur des produits agrochimiques, il convient d'utiliser au moins deux concentrations. La
concentration la plus faible doit correspondre au moins a la quantité maximale susceptible de pénétrer
dans le sol dans des conditions réelles alors que la concentration la plus élevée doit étre un multiple de
la concentration la plus faible. Les concentrations de substance d'essai ajoutées au sol sont calculées en
supposant une incorporation uniforme a une profondeur de 5 cm et une densité apparente du sol de
1,5. Dans le cas des produits agrochimiques appliqués directement sur le sol, ou des substances
chimiques dont on peut prévoir la quantité qui pénétre dans le sol, les concentrations d'essai
recommandées sont égales a la concentration maximale prévisible dans I'environnement (CPE) et cing
fois cette concentration. Les substances qui doivent étre appliquées sur le sol plusieurs fois au cours
d'une méme saison doivent étre testées a des concentrations calculées en multipliant la CPE par le
nombre maximal d'applications prévu. La concentration la plus élevée testée ne doit toutefois pas
dépasser dix fois la dose maximale d'une application. Si l'essai porte sur des produits non
agrochimiques, une série géométrique de cinq concentrations au moins est utilisée. Les concentrations
testées doivent couvrir la gamme nécessaire pour déterminer les valeurs CEx.

1.7 EXECUTION DE L'ESSAI

1.7.1 Conditions expérimentales

1.7.1.1 Traitement et contrdle

Si I'essai porte sur des produits agrochimiques, le sol est divisé en trois fractions de poids égal. Deux
fractions sont mélangées a I'excipient contenant le produit, et la troisiéme avec l'excipient sans produit
(témoin). Il est recommandé de préparer un minimum de trois réplicats de sol traité et non traité. Si
l'essai porte sur des produits non agrochimiques, le sol est divisé en six fractions de poids égal. Cinq
échantillons sont mélangés avec 'excipient contenant la substance d'essai, et le sixieme est mélangé
avec l'excipient sans la substance chimique. Il est recommandé de préparer trois réplicats de sol traité
et de témoins. Il convient de veiller a la répartition homogene de la substance d'essai dans les
¢échantillons de sol traité. Pendant le mélange, il convient d'éviter la compression ou le compactage de
I'échantillon de sol.

1.7.1.2 Incubation des échantillons de sol

L'incubation des échantillons de sol peut étre effectuée de deux fagons : sous forme d'échantillons en
vrac de sol traité et de sol non traité ou sous forme d'une série de sous-€chantillons individuels et de
taille identique de chaque sol traité et non traité. Toutefois, lorsque 1'essai porte sur des substances
volatiles, 'essai doit étre effectué¢ uniquement avec une série de sous-échantillons individuels. Lorsque
les sols sont incubés en vrac, de grandes quantités de chaque sol traité et non traité sont préparées et
les sous-échantillons a analyser sont prélevés en fonction des besoins pendant l'essai. La quantité
préparée initialement pour chaque traitement et pour le controle dépend de la taille des sous-
échantillons, du nombre de réplicats utilisés pour l'analyse et du nombre maximal de temps de
prélévement. Les sols incubés en vrac doivent &tre soigneusement mélangés avant de procéder au
sous-échantillonnage. Lorsque les sols sont incubés sous forme d'échantillons individuels, on divise
chaque sol en vrac traité et non traité dans le nombre requis de sous-échantillons, et ceux-ci sont
utilisés selon les besoins. Dans les expériences ou l'on peut prévoir plus de deux temps de
prélévement, une quantité suffisante de sous-échantillons doit étre préparée pour tenir compte de tous
les réplicats et de tous les temps de prélévement. Au moins trois exemplaires d'échantillons du sol
d'essai doivent €tre incubés en milieu aérobie (voir le paragraphe 1.7.1.1). Pendant tous les essais, il
convient d'utiliser des récipients appropriés comportant un espace libre suffisant afin d'éviter le
développement de conditions anaérobies. Lorsque I'essai porte sur des substances volatiles, il doit étre
effectué uniquement avec une série de sous-échantillons individuels.

1.7.1.3 Conditions et durée de l'essai

L'essai est effectué dans le noir a température ambiante de 20 + 2 °C. Pendant 'essai, la teneur en eau
des échantillons de sol doit étre maintenue entre 40 % et 60 % de la capacité maximale de rétention
d'eau du sol (voir le paragraphe 1.6.4.2) avec une marge de + 5 %. De l'eau distillée, désionisée peut
étre ajoutée si nécessaire.

La durée minimale de I'essai est de 28 jours. Si l'essai porte sur des produits agrochimiques, on
compare les taux de formation de nitrate dans les échantillons traités et dans les échantillons témoins.



Si ceux-ci different de plus de 25 % au jour 28, on poursuit I'essai jusqu'a obtenir une différence égale
ou inférieure a 25 %, ou pendant une durée maximale de 100 jours. En ce qui concerne les produits
non agrochimiques, 1'essai est arrété au bout de 28 jours. Au jour 28, les quantités de nitrate dans les
¢échantillons traités et les échantillons témoins sont déterminées et les valeurs CEx sont calculées.
1.7.2 Prélévement et analyse des sols

1.7.2.1 Echelonnement des prélévements

Si I'essai porte sur des produits agrochimiques, les échantillons de sol font 1'objet d'une analyse de
mesure du nitrate aux jours 0, 7, 14 et 28. S'il est nécessaire de prolonger I'essai, de nouvelles mesures
doivent étre effectuées tous les 14 jours apres le jour 28.

Lorsque I'essai porte sur des produits non agrochimiques, au moins cinq concentrations d'essai sont
utilisées et les échantillons de sol sont analysés pour mesurer le nitrate au début (jour 0) et a la fin de
la période d'exposition (28 jours). Une mesure intermédiaire, par exemple au jour 7, peut étre ajoutée
si nécessaire. Les données obtenues au jour 28 sont utilisées pour déterminer la valeur CEx de la
substance chimique. Si on le souhaite, on peut utiliser les données des témoins du jour 0 afin de
mesurer la quantité initiale de nitrate dans le sol.

1.7.2.2 Analyse des échantillons de sol

La quantité de nitrate formé dans chaque échantillon traité et dans chaque témoin est déterminée a
chaque temps de prélévement. Le nitrate est extrait du sol en agitant les échantillons en présence d'un
solvant d'extraction, par exemple, une solution de 0,1 M de chlorure de potassium. Un rapport de 5 ml
de solution de KCl par gramme d'équivalent poids sec de sol est recommandé. Afin d'optimiser
l'extraction, les récipients contenant le sol et la solution d'extraction ne doivent pas &tre remplis a plus
de la moitié de leur contenance. Les mélanges sont agités a 150 tpm pendant 60 minutes. Les
mélanges sont centrifugés ou filtrés et les phases liquides sont analysées pour mesurer le nitrate. Les
extraits liquides débarrassés de particules peuvent étre stockés a moins 20+5 °C pendant une durée
pouvant aller jusqu'a six mois avant d'étre analysés.

2 DONNEES

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Si I'essai porte sur des produits agrochimiques, la quantité de nitrate formé dans chaque échantillon de
sol doit étre enregistrée, et les valeurs moyennes de tous les réplicats doivent étre présentées sous
forme de tableau. Les taux de transformation de 'azote doivent étre évalués a I'aide de méthodes
statistiques appropriées et généralement reconnues (F-test, seuil de signification de 5 %). Les quantités
de nitrate formé sont exprimées en mg nitrate/kg poids sec /jour. On compare le taux de formation de
nitrate dans chaque échantillon traité avec le taux dans le témoin, et on calcule I'écart en pourcentage
par rapport au témoin.

Si l'essai porte sur des produits non agrochimiques, la quantité de nitrate formé dans chaque réplicat
est déterminée, et une courbe dose-réponse est établie pour déterminer les valeurs CEx. Les quantités
de nitrate (mg nitrate/kg poids sec de sol) trouvées dans les échantillons traités au bout de 28 jours
sont comparées aux quantités observées dans les échantillons témoins. A partir de ces résultats, on
calcule le pourcentage des valeurs d'inhibition pour chaque concentration d'essai. Une courbe de
pourcentages en fonction de la concentration est établie, et on utilise ensuite une méthode statistique
pour calculer les valeurs CE,. Les seuils de confiance (p = 0.95) des CEx calculées sont également
déterminés a l'aide des méthodes standards (10)(11)(12).

Les substances d'essai qui contiennent d'importantes quantités d'azote peuvent étre a 1'origine des
quantités de nitrate qui se forment pendant 1'essai. Si ces substances sont testées a une concentration
¢élevée (par exemple, dans le cas des substances chimiques destinées a étre utilisées en applications
répétées), des contrdles appropriés doivent étre prévus dans I'essai (sol plus substance d'essai mais
sans farine végétale). Les résultats de ces contrdles doivent étre pris en compte dans le calcul des
valeurs CEx.

2.2 INTERPRETATION DES RESULTATS

Lorsqu'on évalue les résultats d'essais avec des produits agrochimiques, et que la différence de taux de
formation de nitrate entre l'échantillon le moins traité (concentration maximale prévisible) et le témoin
est égale ou inférieure a 25 % quel que soit le temps de prélévement apres le jour 28, le produit peut
étre considéré comme n'ayant aucune influence a long terme sur la transformation de 'azote dans le
sol. Lorsqu'on évalue les résultats d'essais avec des substances chimiques autres que les produits
agrochimiques, on utilise les valeurs CEso, CExs et/ou CEjj.



3 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes :

Identification compléte du sol utilisé a savoir :

- coordonnées géographiques du site (latitude, longitude);

- information sur I'historique du site (couvert végétal, traitement aux produits phytosanitaires,
traitement aux engrais, contamination accidentelle, etc.);

- type d'utilisation (sol agricole, forestier, etc.);

- profondeur du prélévement (cm);

- teneur en sable/limon/argile ( % poids sec);

- valeurs du pH (dans 1'eau);

- teneur en carbone organique ( % poids sec);

- teneur en azote ( % poids sec);

- concentration initiale en nitrate (mg nitrate/kg poids sec);

- capacité d'échange cationique (mmol/kg);

- biomasse microbienne en pourcentage du carbone organique total;

- référence des méthodes utilisées pour la détermination de chaque paramétre;

- toutes les informations relatives au prélévement et au stockage des échantillons de sol;

- détails de la pré-incubation du sol s'il y a lieu.

Substance d'essai :

- nature physique et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques;

- données d'identification des substances chimiques, s'il y a lieu, comprenant la formule structurale, la
pureté (pour les produits phytosanitaires, le pourcentage de produit actif), la teneur en azote.
Substrat :

- source du substrat;

- composition (farine de luzerne, farine de luzerne verte);

- teneur en carbone, azote ( % poids sec);

- taille du tamis (mm).

Conditions de I'essai :

- détails de la modification du sol avec un substrat organique;

- nombre de concentrations de la substance d'essai utilisée et, le cas échéant, justification des
concentrations sélectionnées;

- procédure d'application de la substance d'essai au sol;

- température d'incubation;

- teneur en eau du sol au début et pendant le déroulement de I'essai;

- méthode d'incubation du sol utilisée (en vrac ou en série de sous-échantillons individuels);

- nombre de réplicats;

- temps de prélévement;

- méthode utilisée pour l'extraction du nitrate du sol;

Résultats :

- procédure analytique et matériel utilis€ pour analyser le nitrate;

- tableaux indiquant les valeurs individuelles et moyennes des mesures du nitrate;

- variation entre réplicats dans les échantillons traités et dans les échantillons témoins;

- explications des corrections apportées aux calculs, le cas échéant;

- la variation en pourcentage des taux de formation de nitrate a chaque temps de prélévement ou, le cas
échéant, la valeur CEsj avec une limite de confiance de 95 pour cent, les autres valeurs CEx (CE2s ou
CEi¢) avec des intervalles de confiance, et un graphique de la courbe dose-réponse;

- traitement statistique des résultats;

- toutes informations et observations utiles pour l'interprétation des résultats.
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C.22. MICRO-ORGANISMES DU SOL : ESSAI DE TRANSFORMATION DU CARBONE

1. METHODE

La présente méthode d'essai reprend I'essai TG 217 (2000) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

La présente méthode d'essai décrit une méthode de laboratoire congue pour étudier les effets a long
terme des substances chimiques, aprés une exposition unique, sur l'activité de transformation du
carbone par les micro-organismes du sol. L'essai s'appuie principalement sur les recommandations de
I'Organisation européenne et méditerranéenne pour la protection des plantes (1). Toutefois, d'autres
lignes directrices, notamment celles du Biologische Bundesanstalt allemand (2), de 1'agence de
protection de l'environnement des Etats-Unis (3) et de la SETAC (4), ont également été prises en
considération. Lors d'un atelier de 'OCDE sur la sélection des sols et des sédiments, qui s'est tenu a
Belgirate, Italie, en 1995 (5), le nombre et le type de sols a utiliser dans le cadre de cet essai ont été
définis. Les recommandations relatives au prélévement, a la manipulation et au stockage des
échantillons de sol s'appuient sur des lignes directrices de I'ISO (6) et sur les recommandations de
l'atelier de Belgirate.

Pour déterminer et évaluer les caractéristiques toxiques des substances d'essai, il peut étre nécessaire
de déterminer leurs effets sur 'activité microbienne du sol, par exemple lorsqu'il est nécessaire de
disposer de données sur les effets secondaires potentiels des produits phytosanitaires sur la microflore
du sol ou bien en cas de risque d'exposition des micro-organismes du sol a des substances chimiques
autres que les produits phytosanitaires. L'essai de transformation du carbone est effectué¢ pour
déterminer les effets de ces substances chimiques sur la microflore du sol. Si I'essai porte sur des
produits agrochimiques (produits phytosanitaires, engrais, produits chimiques sylvicoles), deux essais
sont effectués : I'essai de transformation du carbone et l'essai de transformation de l'azote. S'il s'agit
d'autres substances que les produits agrochimiques, 1'essai de transformation de I'azote suffit.
Toutefois, si les valeurs CEsg de 'essai de transformation de 1'azote relatives a ces substances
chimiques correspondent a celles des inhibiteurs de la nitrification (nitrapyrine) commerciaux, un essai
de transformation du carbone peut étre effectu¢ afin d'obtenir des informations complémentaires.

Les sols sont formés de composés vivants et non vivants qui existent sous forme de mélanges
complexes et hétérogénes. Les micro-organismes jouent un réle important dans la décomposition et la
transformation de la matiére organique en sol fertile et un grand nombre d'especes contribuent aux
différents aspects de la fertilisation des sols. Toute interférence a long terme avec ces processus
biochimiques risque de perturber le cycle des éléments nutritifs et par conséquent d'altérer la fertilité
du sol. La transformation du carbone et de 'azote se produit dans tous les sols fertiles. Bien que les
colonies microbiennes responsables de ces processus différent d'un sol a un autre, les voies de
transformation sont identiques pour l'essentiel.

La méthode d'essai décrite ici est congue pour détecter les effets nocifs a long terme d'une substance
sur le processus de transformation du carbone a la surface aérobie des sols. L'essai est sensible aux



changements de taille et d'activité des colonies microbiennes responsables de la transformation du
carbone puisqu'il soumet ces colonies a la fois au stress chimique et a la carence en carbone. Un sol
sableux pauvre en matiére organique est utilisé. Ce sol est traité avec la substance d'essai et il est
incubé dans des conditions permettant un métabolisme microbien rapide. Dans ces conditions, les
sources de carbone présentes dans le sol sont rapidement épuisées. Cela provoque la carence en
carbone qui tue a la fois les cellules microbiennes et qui induit la dormance et/ou la sporulation. Si la
durée de I'essai est supérieure a 28 jours, on peut mesurer la somme de ces réactions dans les témoins
(sol non traité) en mesurant la perte progressive de biomasse microbienne active métaboliquement (7).
Si la biomasse d'un sol carencé en carbone, dans les conditions de I'essai, est affectée par la présence
d'une substance chimique, celle-ci peut ne pas retrouver le méme niveau que 1'échantillon témoin.
C'est pourquoi la perturbation provoquée par la substance d'essai a n'importe quel moment de 1'essai
perdurera souvent jusqu'a la fin de I'essai.

Les essais a partir desquels la présente méthode d'essai a été mise au point étaient congus
principalement pour des substances dont il est possible d'estimer la quantité qui pénétre dans le sol.
C'est le cas par exemple des produits phytosanitaires dont la dose d'application dans le champ est
connue. Pour les produits agrochimiques, il suffit de pratiquer un essai sur deux doses correspondant
au taux d'application prévu ou estimé. Les produits agrochimiques peuvent étre testés sous forme de
principes actifs (p.a.) ou de produits formulés. Toutefois, l'essai n'est pas limité aux substances
chimiques dont les concentrations dans I'environnement peuvent étre estimées. En modifiant a la fois
la quantité de substance d'essai appliquée au sol, et le mode d'évaluation des données, on peut
également utiliser 'essai pour les substances chimiques dont on ne connait pas la quantité susceptible
d'atteindre le sol. C'est pourquoi, dans le cas des produits non-agrochimiques, les effets d'une série de
concentrations sur la transformation du carbone sont déterminés. Les résultats de ces essais sont
utilisés pour préparer une courbe dose-réponse et calculer les valeurs CEy, ou x est défini comme le
pourcentage d'effet.

1.2 DEFINITIONS

Transformation du carbone : dégradation par des micro-organismes de la matiére organique en son
produit final, le dioxyde de carbone inorganique.

CEx (concentration produisant x % d'effet) : concentration de la substance d'essai dans le sol qui
produit X pour cent d'inhibition de la transformation du carbone en dioxyde de carbone.

CEso (concentration produisant 50 % d'effet) : concentration de la substance d'essai dans le sol qui
produit 50 pour cent d'inhibition de la transformation du carbone en dioxyde de carbone.

1.3 SUBSTANCES DE REFERENCE

Aucune.

1.4 PRINCIPE DE LA METHODE

Le sol tamisé est traité avec la substance d'essai ou laissé non traité (témoin). Si l'essai porte sur des
produits agrochimiques, il est recommandé d'utiliser au moins deux concentrations d'essai et celles-ci
doivent étre choisies en fonction de la concentration maximale prévisible dans le champ. Au bout de 0,
7, 14 et 28 jours d'incubation, les échantillons de sol traité et les échantillons témoins sont mélangés
avec du glucose, et les taux de respiration induits par le glucose sont mesurés pendant 12 heures
consécutives. Les taux de respiration sont exprimés en dioxyde de carbone dégagé (mg dioxyde de
carbone/kg sol sec/h) ou oxygeéne consommé (mg oxygene/kg sol/h). On compare le taux moyen de
respiration dans les échantillons de sol traité avec celui des échantillons témoins et on calcule I'écart en
pourcentage entre 1'échantillon traité et I'échantillon témoin. Tous les essais ont une durée de 28 jours
au moins. Si, au 28¢me jour, les différences entre les sols traités et les sols non traités sont égales ou
supérieures a 25 %, les mesures se poursuivent a intervalles de 14 jours pendant une durée maximale
de 100 jours. Si l'essai porte sur des substances chimiques autres que les produits agrochimiques, une
série de concentrations de la substance d'essai est ajoutée aux échantillons de sol, et les taux de
respiration induits par le glucose (moyenne des quantités de dioxyde de carbone formé ou 'oxygéne
consommé) sont mesurés au bout de 28 jours. Les résultats des essais effectués avec une série de
concentrations sont analysés a l'aide d'un modele de régression, et les valeurs CEx sont calculées
(CEso, Cgas et/ou CEjp). Voir définitions.

1.5 VALIDITE DE L'ESSAI

L'évaluation des résultats des essais effectués avec des produits agrochimiques repose sur des
différences relativement faibles (valeur moyenne +25 %) entre le dioxyde de carbone dégagé ou



I'oxygene consommé dans (ou par) les échantillons témoins et les échantillons de sol traité, de sorte
qu'une variabilité importante des témoins peut entrainer des résultats erronés. C'est pourquoi la
variation entre les témoins doit étre inférieure a +15 %.

1.6 DESCRIPTION DE LA METHODE

1.6.1 Appareillage

Des récipients d'essai en matériau chimiquement inerte sont utilisés. Ces récipients doivent avoir une
contenance adaptée a la méthode d'incubation utilisée, c'est-a-dire : incubation en vrac ou avec une
série d'échantillons individuels (voir le paragraphe 1.7.1.2). Il convient de veiller a la fois @ minimiser
I'évaporation et a permettre I'échange gazeux pendant I'essai (les récipients d'essai peuvent par
exemple étre couverts d'une feuille de polyéthyléne perforée). Lorsque 1'essai porte sur des substances
volatiles, il convient d'utiliser des récipients hermétiques et étanches. La taille de ces récipients doit
étre telle qu'ils soient remplis environ au quart de leur contenance avec 1'échantillon de sol.

Pour déterminer la respiration induite par le glucose, des systémes d'incubation et des instruments de
mesure de la production de dioxyde de carbone ou de la consommation d'oxygene sont nécessaires. On
trouve des exemples de ces systémes et de ces instruments dans la littérature (8) (9) (10) (11).

1.6.2 Sélection et nombre de sols

Un seul sol est utilisé. Les caractéristiques recommandées sont les suivantes :

- teneur en sable : supérieure a 50 % et inférieure a 75 %;

-pH:55-7.5;

- teneur en carbone organique : 0,5 - 1,5 %;

- la biomasse microbienne doit étre mesurée (12)(13) et sa teneur en carbone doit étre égale a 1 % au
moins du carbone organique total du sol.

Dans la plupart des cas, un sol possédant ces caractéristiques correspond aux conditions les plus
défavorables, puisque l'adsorption de la substance chimique de I'essai est minimale et que l'exposition
de la microflore est maximale. Il est donc généralement inutile d'effectuer des essais avec d'autres sols.
Toutefois, dans certains cas, par exemple lorsque ['utilisation principale prévue de la substance d'essai
concerne des sols particuliers comme les sols forestiers acides, ou dans le cas de substances chimiques
chargées électrostatiquement, il peut étre nécessaire d'utiliser un sol différent.

1.6.3 Prélévement et stockage des échantillons de sol

1.6.3.1 Prélévement

11 est nécessaire de fournir des informations détaillées sur l'historique du site de prélevement. Ces
détails doivent comprendre la localisation exacte, le couvert végétal, les dates de traitement avec des
produits phytosanitaires, les traitements aux engrais organiques et inorganiques, les apports
biologiques ou les contaminations accidentelles. Le site choisi pour le prélevement de sol doit étre de
nature a permettre une utilisation de longue durée. Les paturages permanents, les champs plantés de
céréales annuelles (a l'exception du mais) ou a ensemencement dense en engrais verts conviennent. Le
site de prélévement retenu ne doit pas avoir été traité avec des produits phytosanitaires pendant un an
au moins avant les prélévements. De méme, aucun engrais organique ne doit avoir été appliqué
pendant au moins six mois. L'utilisation d'engrais minéraux est acceptable uniquement si elle satisfait
aux exigences de la culture, et les échantillons de sol ne doivent étre prélevés qu'au moins trois mois
apres l'application d'engrais. L'utilisation de sol traité avec des engrais aux effets biologiques connus
(cyanamide calcique) doit étre évitée.

11 convient d'éviter de prélever des échantillons pendant ou immédiatement aprés de longues périodes
(plus de 30 jours) de sécheresse ou de saturation en eau. En ce qui concerne les sols labourés, les
échantillons doivent étre prélevés a une profondeur de 0 a 20 cm. En ce qui concerne les herbages
(pature) ou les sols qui ne sont pas labourés pendant de longues périodes (au moins une période
végétative),la profondeur maximale du prélévement peut étre 1égerement supérieure a 20 cm (25 cm
par exemple). Les échantillons de sol doivent étre transportés dans des récipients et dans des
conditions de température de nature a garantir que les propriétés initiales du sol ne soient pas altérées
de maniere significative.

1.6.3.2 Stockage

11 est préférable d'utiliser des sols qui viennent d'étre extraits du site. S'il n'est pas possible d'éviter le
stockage dans le laboratoire, les sols peuvent étre entreposés dans le noir a 4 + 2 °C pendant une durée
maximale de trois mois. Pendant la durée de stockage des sols, des conditions aérobies doivent étre
assurées. Si les sols sont prélevés dans une zone ou il géle au moins trois mois par an, il peut étre



envisagé de stocker le sol pendant six mois a moins 18 °C. La biomasse microbienne des sols stockés
est mesurée avant chaque expérience et le carbone présent dans la biomasse doit étre égal a 1 % au
moins de la teneur totale en carbone organique du sol (voir le paragraphe 1.6.2).

1.6.4 Manipulation et traitement du sol pour I'essai

1.6.4.1 Pré-incubation

Si le sol a été stocké (voir les paragraphes 1.6.4.2 et 1.7.1.3), il est recommandé de procéder a une pré-
incubation pendant 2 & 28 jours. La température et la teneur en eau du sol pendant la pré-incubation
doivent étre les mémes que celles utilisées pendant I'essai (voir les paragraphes 1.6.4.2 et 1.7.1.3).
1.6.4.2 Propriétés physico-chimiques

Le sol est débarrassé manuellement des gros objets (pierres, débris végétaux, etc.) puis tamisé humide
sans séchage excessif jusqu'a obtention d'une granulométrie inférieure ou égale a 2 mm. La teneur en
eau de I'échantillon doit &tre ajustée avec de I'eau distillée ou désionisée a une valeur située entre 40 %
et 60 % de la capacité maximale de rétention d'eau.

1.6.5 Préparation de la substance d'essai a appliquer au sol

La substance d'essai est généralement appliquée a 1'aide d'un excipient. L'excipient peut étre de 1'eau
(pour les substances solubles dans I'eau) ou un solide inerte comme du sable de quartz fin
(granulométrie : 0,1-0,5 mm). Il convient d'éviter les excipients liquides autres que l'eau (solvants
organiques tels que l'acétone ou le chloroforme) car ils peuvent endommager la microflore. Si l'on
utilise du sable comme excipient, celui-ci peut étre traité par la substance d'essai dissoute ou en
suspension dans un solvant approprié. Dans ce cas, le solvant doit étre éliminé par évaporation avant
de mélanger l'excipient avec le sol. Pour obtenir une répartition optimale de la substance d'essai dans
le sol, un rapport de 10 g de sable par kilogramme de sol (poids sec) est recommandé. Les échantillons
témoins sont traités avec une quantité équivalente d'eau et/ou de sable de quartz uniquement.

Lorsque I'on teste des substances chimiques volatiles, il convient d'éviter dans la mesure du possible
les pertes pendant le traitement et il convient d'essayer de veiller a la répartition homogene dans
I'échantillon de sol (la substance d'essai doit étre injectée dans le sol en plusieurs endroits).

1.6.6 Concentrations d'essai

Si l'essai porte sur des produits phytosanitaires ou sur d'autres substances chimiques dont les
concentrations dans l'environnement peuvent étre estimées, il convient d'utiliser au moins deux
concentrations. La concentration la plus faible doit correspondre au moins a la quantité maximale
susceptible de pénétrer dans le sol dans des conditions réelles alors que la concentration la plus élevée
doit étre un multiple de la concentration la plus faible. Les concentrations de substance d'essai ajoutées
au sol sont calculées en supposant une incorporation uniforme a une profondeur de 5 cm et une densité
apparente du sol de 1,5. Dans le cas des produits agrochimiques appliqués directement sur le sol, ou
des substances chimiques dont on peut prévoir la quantité qui pénétre dans le sol, les concentrations
d'essai recommandées sont €gales a la concentration maximale prévisible dans l'environnement (CPE)
et cinq fois cette concentration. Les substances qui doivent étre appliquées sur le sol plusieurs fois au
cours d'une méme saison doivent étre testées a des concentrations calculées en multipliant la CPE par
le nombre maximal d'applications prévues. La concentration la plus élevée testée ne doit toutefois pas
dépasser dix fois la dose maximale d'application unique.

Si l'essai porte sur des produits non agrochimiques, une série géométrique de cinq concentrations au
moins est utilisée. Les concentrations testées doivent couvrir la gamme nécessaire pour déterminer les
valeurs CEx.

1.7 EXECUTION DE L'ESSAI

1.7.1 Conditions expérimentales

1.7.1.1 Traitement et contrdle

Si l'essai porte sur des produits agrochimiques, le sol est divisé en trois fractions de poids égal. Deux
fractions sont mélangées avec l'excipient contenant le produit, et la troisiéme avec l'excipient sans
produit (témoin). Il est recommandé de préparer un minimum de trois réplicats de sol traité et non
traité. Si I'essai porte sur des produits non agrochimiques, le sol est divisé en six fractions de poids
égal. Cinq échantillons sont mélangés avec I'excipient contenant la substance d'essai, et le sixiéme est
mélangé avec l'excipient sans la substance chimique. Il est recommandé¢ de préparer trois réplicats de
sol traité et de témoins. Il convient de veiller a la répartition homogéne de la substance d'essai dans les
¢échantillons de sol traité. Pendant le mélange, il convient d'éviter la compression ou le compactage du
sol.



1.7.1.2 Incubation des échantillons de sol

L'incubation des échantillons de sol peut étre effectuée de deux fagons : sous forme d'échantillons en
vrac de sol traité et de sol non traité ou sous forme d'une série de sous-échantillons individuels et de
taille identique de chaque sol traité et non traité. Toutefois, lorsque 'essai porte sur des substances
volatiles, I'essai doit étre effectué uniquement avec une série de sous-échantillons individuels. Lorsque
les sols sont incubés en vrac, de grandes quantités de chaque sol traité et non traité sont préparées et
les sous-échantillons a analyser sont prélevés en fonction des besoins pendant I'essai. La quantité
préparée initialement pour chaque traitement et pour le controle dépend de la taille des sous-
échantillons, du nombre de réplicats utilisés pour l'analyse et du nombre maximal de temps de
prélévement. Les sols incubés en vrac doivent étre soigneusement mélangés avant de procéder au
sous-échantillonnage. Lorsque les sols sont incubés sous forme d'échantillons individuels, on divise
chaque sol en vrac traité et non traité dans le nombre requis de sous-échantillons, et ceux-ci sont
utilisés selon les besoins. Dans les expériences ou I'on peut prévoir plus de deux temps de
prélévement, une quantité suffisante de sous-échantillons doit étre préparée pour tenir compte de tous
les réplicats et de tous les temps de prélévement. Au moins trois exemplaires de sol d'essai doivent Etre
incubés en milieu aérobie (voir le paragraphe 1.7.1.1). Pendant tous les essais, il convient d'utiliser des
récipients appropriés comportant un espace libre suffisant afin d'éviter le développement de conditions
anaérobies. Lorsque 1'essai porte sur des substances volatiles, il doit étre effectué uniquement avec une
série de sous-échantillons individuels.

1.7.1.3 Conditions et durée de 1'essai

L'essai est effectué¢ dans le noir a température ambiante de 20 + 2 °C. Pendant l'essai, la teneur en eau
des échantillons de sol doit étre maintenue entre 40 % et 60 % de la capacité maximale de rétention
d'eau du sol (voir le paragraphe 1.6.4.2) avec une marge de + 5 %. De I'eau distillée, désionisée peut
étre ajoutée si nécessaire.

La durée minimale de l'essai est de 28 jours. Si I'essai porte sur des produits agrochimiques, on
compare les quantités de dioxyde de carbone dégagé ou d'oxygéne consommé dans les échantillons
traités et dans les échantillons témoins. Si celles-ci différent de plus de 25 % au jour 28, on poursuit
l'essai jusqu'a obtenir une différence égale ou inférieure a 25 %, ou pendant une durée maximale de
100 jours, si celle-ci est la plus courte. Si l'essai porte sur des produits non agrochimiques, l'essai est
arrété au bout de 28 jours. Au jour 28, les quantités de dioxyde de carbone dégagé ou d'oxygene
consommé dans les échantillons traités et les échantillons témoins sont déterminées et les valeurs CEy
sont calculées.

1.7.2 Prélévement et analyse des sols

1.7.2.1 Echelonnement des prélévements

Si I'essai porte sur des produits agrochimiques, les échantillons de sol font 1'objet d'une analyse de
mesure des taux de respiration induits par le glucose aux jours 0, 7, 14 et 28. S'il est nécessaire de
prolonger 1'essai, de nouvelles mesures doivent étre effectuées tous les 14 jours apreés le jour 28.
Lorsque I'essai porte sur des produits non agrochimiques, au moins cinq concentrations d'essai sont
utilisées et les échantillons de sol sont analysés pour mesurer la respiration induite par le glucose au
début (jour 0) et a la fin de la période d'exposition (28 jours). Une mesure intermédiaire, par exemple
au jour 7, peut étre ajoutée si nécessaire. Les données obtenues au jour 28 sont utilisées pour
déterminer la valeur CEy de la substance chimique. Si on le souhaite, on peut utiliser les données des
témoins du jour 0 afin d'estimer les quantités initiales de biomasse microbienne métaboliquement
active dans le sol (12).

1.7.2.2 Mesure des taux de respiration induits par le glucose

Le taux de respiration induit par le glucose est déterminé dans chaque échantillon de sol traité et dans
chaque témoin a chaque temps de prélévement. Les échantillons de sol sont mélangés avec une
quantité de glucose suffisante pour entrainer une réaction respiratoire maximale immeédiate. La
quantité de glucose nécessaire pour provoquer une réaction respiratoire maximale dans un sol donné
peut étre déterminée dans un essai préliminaire a l'aide d'une série de concentrations de glucose (14).
Toutefois, dans le cas des sols sableux contenant 0,5-1,5 % de carbone organique, 2000 mg a 4000 mg
de glucose par kg de poids sec sont généralement suffisants. Le glucose peut étre réduit en poudre
avec du sable de quartz propre (10 g sable/kg poids sec) et mélangé de fagon homogéne avec le sol.
Les échantillons de sol amendés avec le glucose sont incubés dans un appareil adapté pour mesurer les
taux de respiration en continu, toutes les heures, ou toutes les deux heures (voir section 1.6.1) a 20 + 2



°C. Le dioxyde de carbone dégagé ou l'oxygene consommé est mesuré pendant 12 heures consécutives
et les mesures doivent commencer le plus rapidement possible, c'est-a-dire 1 a 2 heures aprés
lI'adjonction de glucose. On mesure la quantité totale de dioxyde de carbone dégagé ou d'oxygene
consommé pendant les 12 heures et on détermine le taux moyen de respiration.

2 DONNEES

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Si l'essai porte sur des produits agrochimiques, le dioxyde de carbone dégagé ou 'oxygéne consommeé
par chaque réplicat doit étre enregistré, et les valeurs moyennes de tous les réplicats doivent étre
présentées sous forme de tableau. Les résultats doivent étre évalués a 'aide de méthodes statistiques
appropriées et généralement reconnues (F-test, seuil de signification de 5 %). Les taux de respiration
induits par le glucose sont exprimés en mg de dioxyde de carbone/kg poids sec/h ou mg oxygéne/poids
sec/h. Le taux moyen de formation de dioxyde de carbone ou le taux moyen de consommation
d'oxygene de chaque échantillon traité est comparé a celui du témoin, et 1'écart en pourcentage par
rapport au témoin est calculé.

Si I'essai porte sur des produits non agrochimiques, les quantités de dioxyde de carbone dégagé ou
d'oxygeéne consommé dans chaque réplicat sont déterminées, et une courbe dose-réponse est établie
pour déterminer les valeurs CE,. Les taux de respiration induits par le glucose (mg de dioxyde de
carbone/kg poids sec/h ou mg oxygéne/poids sec/h) observés dans les échantillons traités au bout de
28 jours sont comparés a ceux des échantillons témoins. A partir de ces résultats, on calcule le
pourcentage des valeurs d'inhibition pour chaque concentration d'essai. Une courbe de pourcentages en
fonction de la concentration est établie, et on utilise ensuite une méthode statistique pour calculer les
valeurs CEx. Les seuils de confiance (p = 0.95) des CEx calculées sont également déterminés a l'aide
des méthodes standards (15)(16)(17).

2.2 INTERPRETATION DES RESULTATS

Lorsqu'on évalue les résultats d'essais avec des produits agrochimiques, et que la différence de taux de
respiration entre 1'échantillon le moins traité (concentration maximale prévisible) et 1'échantillon
témoin est égale ou inférieure a 25 % quel que soit le temps de prélévement apres le jour 28, le produit
peut étre considéré comme n'ayant aucune influence a long terme sur la transformation du carbone
dans le sol. Lorsqu'on évalue les résultats d'essais avec des substances chimiques autres que les
produits agrochimiques, on utilise les valeurs CEsy, CE2s et/ou CEjo.

3 RAPPORT D'ESSAI

RAPPORT DE L'ESSAI

Le rapport de I'essai doit comporter les informations suivantes :

Identification compléte du sol utilisé, a savoir :

- coordonnées géographiques du site (latitude, longitude);

- information sur I'historique du site (couvert végétal, traitement aux produits phytosanitaires,
traitement aux engrais, contamination accidentelle, etc.)

- type d'utilisation (sol agricole, forestier, etc.);

- profondeur du prélévement (cm);

- teneur en sable/limon/argile (% poids sec);

- pH (dans I'eau);

- teneur en carbone organique (% poids sec);

- teneur en azote (% poids sec);

- capacité d'échange cationique (mmol/kg);

- biomasse microbienne initiale en pourcentage du carbone organique total;

- référence des méthodes utilisées pour la détermination de chaque paramétre;

- toutes les informations relatives au prélévement et au stockage des échantillons de sol;

- détails de la pré-incubation du sol s'il y a lieu.

Substance d'essai :

- nature physique et, s'il y a lieu, propriétés physico-chimiques;

- données d'identification des substances chimiques, s'il y a lieu, notamment la formule structurale, la
pureté (pour les produits phytosanitaires, le pourcentage de produit actif), la teneur en azote.
Conditions de l'essai :

- détails de la modification du sol avec un substrat organique;

- nombre de concentrations de la substance d'essai utilisée et, le cas échéant, justification des



concentrations sélectionnées;

- procédure d'application de la substance d'essai au sol;

- température d'incubation;

- teneur en eau du sol au début et pendant le déroulement de I'essai;

- méthode d'incubation du sol utilisée (en vrac ou en série de sous-échantillons individuels);

- nombre de réplicats;

- temps de prélevement.

Résultats :

- méthode et matériel utilisés pour mesurer les taux de respiration;

- tableaux indiquant les valeurs individuelles et les valeurs moyennes des quantités de dioxyde de
carbone ou d'oxygene;

- variation entre réplicats dans les échantillons traités et dans les échantillons témoins;

- explications des corrections apportées aux calculs, s'il y a lieu;

- la variation en pourcentage des taux de respiration induits par le glucose a chaque temps de
préleévement ou, le cas échéant, la valeur CEso avec une limite de confiance de 95 pour cent, les autres
valeurs CEx (CEzs ou CE)¢) avec des intervalles de confiance, et un graphique de la courbe dose-
réponse;

- traitement statistique des résultats, s'il y a lieu;

- toutes informations et observations utiles pour l'interprétation des résultats.
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C.23. TRANSFORMATION AEROBIE ET ANAEROBIE DANS LE SOL

1. METHODE

La présente méthode d'essai reprend la méthode TG 307 (2002) de 'OCDE

1.1 INTRODUCTION

La présente méthode d'essai s'appuie sur les lignes directrices existantes (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8)
(9). La méthode décrite ici est congue pour mesurer la transformation aérobie et anaérobie des
substances chimiques dans le sol. Les expériences ont pour but de déterminer (i) le taux de
transformation de la substance d'essai, et (ii) la nature des produits de transformation auxquels les
végétaux et les organismes du sol peuvent €tre exposés, ainsi que les taux de formation et de déplétion
de ces produits. Ces études sont nécessaires pour les substances chimiques qui sont appliquées
directement sur le sol ou qui sont susceptibles d'atteindre 1'environnement du sol. Les résultats de ces
études de laboratoire peuvent également €tre utilisés pour mettre au point des protocoles
d'échantillonnage et d'analyse destinés a des études dans des domaines voisins.

11 est généralement suffisant d'effectuer des études aérobies et anaérobies avec un seul type de sol pour
déterminer les voies de transformation (8) (10) (11). Les taux de transformation doivent étre
déterminés dans trois autres sols au moins (8) (10).

Un atelier de I'OCDE sur la sélection des sols et des sédiments, organisé a Belgirate, en Italie en 1995
(10) a défini, notamment, le nombre et le type de sols a utiliser dans le cadre de cet essai. Les types de
sol testés doivent étre représentatifs des conditions environnementales d'utilisation ou de rejet prévus.
Par exemple, les substances chimiques devant étre appliquées sous des climats subtropicaux ou
tropicaux doivent étre testées avec des Ferrasols ou des Nitosols (systéme FAO). Cet atelier a
également formulé des recommandations relatives au prélévement, a la manipulation et au stockage
des échantillons de sol, sur la base des lignes directrices de I'ISO (15). L'utilisation de sols de rizieres
est également étudiée dans le cadre de cette méthode.

1.2 DEFINITIONS

Substance d'essai : toute substance, qu'il s'agisse de la substance mére ou des produits de
transformation correspondants.

Produits de transformation : toute substance résultant de réactions de transformations biotiques ou
abiotiques de la substance d'essai et en particulier le CO; et les produits qui se trouvent dans les
résidus liés.

Résidus liés : les »résidus liés » désignent des composés du sol, végétaux ou animaux, qui subsistent
dans la matrice aprés extraction, sous forme de la substance mére ou de ses métabolite(s)/produits de
transformation. La méthode d'extraction ne doit pas modifier de maniére substantielle les composés
eux-mémes ni la structure de la matrice. La nature de la liaison peut étre clarifiée en partie par des
méthodes d'extraction qui modifient la matrice et par des techniques analytiques complexes. C'est de
cette fagon que 'on a déterminé jusqu'ici la nature de la liaison, covalente, ionique et de la liaison par
sorption ou piégeage. De maniére générale, la formation de résidus liés abaisse sensiblement la
bioaccessibilité et la biodisponibilité (12) [modifié d'aprés 'UICPA 1984 (13)].

Transformation aérobie : réaction se produisant en présence d'oxygéne moléculaire (14).
Transformation anaérobie : réaction se produisant en l'absence d'oxygeéne moléculaire (14).

Sol : mélange de constituants chimiques minéraux et organiques, ces derniers contenant des composés
a haute teneur en carbone et en azote, et a poids moléculaire élevé, contenant de petits (principalement
micro) organismes. Le sol peut étre manipulé sous deux formes :

(a) non brassé, tel qu'il s'est formé au cours du temps, en couches caractéristiques d'un grand nombre
de types de sol;

(b) brassé, tel qu'on le trouve habituellement dans les terres arables ou qu'il est recueilli en creusant et
tel qu'il est utilisé dans la présente méthode d'essai (14).

Minéralisation : dégradation compléte d'un composé organique en CO; et H,O dans des conditions
aérobies, et en CHy4, CO» et H>O dans des conditions anaérobies. Dans le cadre de la présente méthode
d'essai, lorsqu'on utilise un composé marqué au '*C, la minéralisation désigne la dégradation
importante au cours de laquelle un atome de carbone marqué est oxydé quantitativement avec
dégagement de la quantité correspondante de *CO, (14).

Demi-vie : to s, temps nécessaire a la transformation de 50 % d'une substance d'essai lorsque la



transformation peut étre décrite par une cinétique du premier ordre; la demi-vie est indépendante de la
concentration.

DTso (temps de dégradation 50) : période au cours de laquelle la concentration de la substance d'essai
diminue de 50 %; elle est différente de la demi-vie to 5 lorsque la transformation ne suit pas une
cinétique du premier ordre.

DT37s (temps de dégradation 75) : période au cours de laquelle la concentration de la substance d'essai
diminue de 75 %.

DTy (temps de dégradation 90) : période au cours de laquelle la concentration de la substance d'essai
diminue de 90 %.

1.3 SUBSTANCES DE REFERENCE

Des substances de référence doivent étre utilisées pour caractériser et/ou identifier les produits de
transformation par des méthodes spectroscopiques et chromatographiques.

1.4 APPLICABILITE DE L'ESSAI

La méthode s'applique a toutes les substances chimiques (non marquées ou radiomarquées) pour
lesquelles il existe une méthode analytique présentant une précision et une sensibilité suffisantes. Elle
peut étre appliquée aux composés 1égérement volatils, non-volatils, solubles ou insolubles dans I'eau.
L'essai ne doit pas étre appliqué aux substances chimiques fortement volatiles a partir du sol
(fumigants, solvants organiques) et qui ne peuvent donc pas étre maintenues dans le sol dans les
conditions expérimentales de cet essai.

1.5 INFORMATIONS RELATIVES A LA SUBSTANCE D'ESSAI

Une substance d'essai marquée ou non marquée peut étre utilisée pour mesurer le taux de
transformation. Il est nécessaire d'utiliser du matériel marqué pour étudier les voies de transformation
et établir un bilan massique. Le marquage au '*C est recommandé mais 'utilisation d'autres isotopes,
comme 3C, PN, 3H, P, peut aussi étre utile. Dans la mesure du possible, le marquage doit étre situé
dans la(les) partie(s) la(les) plus stable(s) de la molécule' La pureté de la substance d'essai doit étre
d'au moins 95 %.

Avant de procéder a un essai sur la transformation aérobie et anaérobie dans le sol, il convient de
disposer des informations suivantes sur la substance d'essai :

(a) solubilité dans 1'eau (Méthode A.6)

(b) solubilité dans les solvants organiques;

(c) pression de vapeur (Méthode A.4) et constante de la loi de Henry;

(d) coefficient de partage n-octanol/eau (Méthode A.8);

(e) stabilité chimique dans le noir (hydrolyse) (Méthode C.7);

(f) coefficient pKa si une molécule est susceptible de subir une protonation ou une déprotonation
[Ligne directrice 112 de 'OCDE ] (16).

11 peut également étre utile de disposer d'informations relatives a la toxicité de la substance d'essai sur
les micro-organismes du sol [Méthodes d'essai C.21 et C.22] (16).

11 faut disposer des méthodes analytiques (dont des méthodes d'extraction et de purification)
nécessaires a la quantification et a l'identification de la substance d'essai et de ses produits de
transformation.

1.6 PRINCIPE DE LA METHODE

Les échantillons de sol sont traités avec la substance d'essai et incubés dans le noir dans des flacons de
type biométres ou dans des systémes a circulation continue dans des conditions de laboratoire
contrdlées (a température et humidité constantes). Apres un intervalle de temps approprié, les
échantillons de sol sont extraits et analysés pour mesurer la substance meére et les produits de
transformation. Les produits volatils sont aussi collectés pour analyse au moyen de dispositifs
d'absorption appropriés. A l'aide de produit marqué au 'C, il est possible de mesurer les différents
taux de minéralisation de la substance d'essai en piégeant le '*CO, dégagé et un bilan massique,
notamment la formation de résidus liés au sol, peut étre établi.

1.7 CRITERES DE QUALITE

1.7.1 Récupération

L'extraction et I'analyse, en double exemplaire au moins, des échantillons de sol immédiatement apres
l'addition de la substance d'essai donnent une premiére indication de la reproductibilité de la méthode
analytique et de l'uniformité de la procédure d'application de la substance d'essai. Les taux de
récupération concernant les étapes ultérieures des expériences sont fournis par les bilans massiques



respectifs. Ces taux de récupération doivent osciller entre 90 % et 110 % pour les substances
chimiques marquées (8) et entre 70 % et 110 % pour les substances chimiques non marquées (3).
1.7.2 Reproductibilité et sensibilité de la méthode analytique

La reproductibilité de la méthode analytique (a I'exception du rendement d'extraction initial) servant a
quantifier la substance d'essai et les produits de transformation peut étre contrélée en effectuant en
double les analyses du méme extrait de sol, incubé suffisamment longtemps pour permettre la
formation de produits de transformation.

Le seuil de détection de la méthode d'analyse de la substance d'essai et des produits de transformation
doit étre au moins égal 4 0,01 mgxkg™! de sol (substance d'essai) ou 1 % de la dose appliquée si celle-ci
est inférieure. Le seuil de quantification doit également étre spécifié.

1.7.3 Précision des données de transformation

L'analyse de régression des concentrations de la substance d'essai en fonction du temps permet
d'obtenir les informations sur la précision de la courbe de transformation et de calculer les limites de
confiance des demi-vies (en cas de cinétique du pseudo premier ordre) ou des valeurs DT et, le cas
échéant, des valeurs DT7s et DToq.

1.8 DESCRIPTION DE LA METHODE

1.8.1 Appareils et réactifs chimiques

Les incubateurs sont composés de circuits fermés statiques ou de systémes a circulation continue
adaptés (7) (17). Les figures 1 et 2, respectivement, présentent des exemples d'incubateur a circulation
continue et de flacons de type biométre. Les deux types d'incubateur présentent des avantages et des
inconvénients (7) (17).

Matériel courant de laboratoire, notamment :

- Instruments d'analyse : chromatographie gaz-liquide, chromatographie en phase liquide a haute
performance (HPLC), chromatographie en couche mince, y compris les systemes de détection
appropriés pour analyser les substances radiomarquées ou non-marquées ou la méthode de dilution
isotopique inverse;

- Instruments destinés a l'identification (spectrométre de masse, chromatographie en phase gazeuse
couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS, HPLC-MS, RMN, etc.);

- Compteur a scintillation liquide;

- Appareillage d'oxydation pour la combustion des produits radioactifs;

- Centrifugeuse;

- Appareil d'extraction (par exemple, tubes de centrifugation pour extraction a froid et appareil pour
extraction en continu sous reflux de type soxhlet);

- Instrumentation pour concentrer les solutions et les extraits (évaporateur rotatif);

- Bain-marie;

- Mélangeurs mécaniques (pétrin, mélangeur rotatif).

Les réactifs chimiques utilisés sont, par exemple :

- NaOH, de pureté analytique, 2 mol x dm™, ou une autre base appropriée (par exemple, KOH,
éthanolamine);

- H,SO04, de pureté analytique, 0,05 mol x dm™;

- Ethylene glycol, de pureté analytique;

- Matériaux d'absorption solide tels que chaux sodée et tampons de polyuréthane;

- Solvants organiques, de pureté analytique, tels qu'acétone, méthanol, etc.;

- Liquide de scintillation.

1.8.2 Application de la substance d'essai

Pour l'incorporer et la répartir dans le sol, on peut dissoudre la substance d'essai dans 1'eau (désionisée
ou distillée) ou, si nécessaire, dans une quantité minimale d'acétone ou d'autres solvants organiques (6)
dans lesquels la substance d'essai est suffisamment soluble et stable. Toutefois, la quantité de solvant
sélectionnée ne doit pas avoir une influence significative sur l'activité microbienne du sol (voir les
paragraphes 1.5 et 1.9.2-1.9.3 1l convient d'éviter d'utiliser des solvants qui inhibent l'activité
microbienne, comme le chloroforme, le dichlorométhane et autres solvants halogénés.

La substance d'essai peut également étre ajoutée sous forme solide, mélangée avec du sable de quartz
(6) ou dans un petit sous-échantillon de sol séché a l'air et stérilisé. Si la substance d'essai est ajoutée a
l'aide d'un solvant, le solvant doit pouvoir s'évaporer avant que le sous-¢chantillon chargé soit ajouté a
I'échantillon original de sol non-stérile.



Pour les substances chimiques courantes, dont la principale voie de pénétration dans le sol passe par
les boues d'épuration ou le traitement agricole, il convient de commencer par ajouter la substance
d'essai dans la boue avant de I'introduire dans I'échantillon de sol. (voir les paragraphes 1.9.2 et 1.9.3)
I n'est pas recommandé d'utiliser systématiquement des produits formulés. Toutefois, pour les
substances peu solubles, 1'utilisation de produit formulé peut étre une solution appropriée.

1.8.3 Sols

1.8.3.1 Sélection du sol

Pour déterminer la voie de transformation, on peut utiliser un sol représentatif; un limon sableux, un
limon fin, un limon ou un sable limoneux [selon la classification de la FAO et de 'USDA (18)] avec
un pH de 5,5-8,0, une teneur en carbone organique de 0,5-2,5 % et une biomasse microbienne d'au
moins 1 % de carbone organique total est recommandée (10).

Pour les études des taux de transformation, il convient d'utiliser au moins trois sols supplémentaires
représentatifs de la gamme de sols concernés. La teneur en carbone organique, le pH, la teneur en
argile et la biomasse microbienne des sols doivent varier (10).

Pour tous les sols, il convient d'établir au moins les caractéristiques suivantes : texture ( % sable, %
limon, % argile) [selon la classification de la FAO et de 'USDA (18)], pH, capacité d'échange
cationique, carbone organique, densité apparente, caractéristiques de rétention d'eau? et biomasse
microbienne (pour les études aérobies uniquement). Des informations complémentaires sur les
propriétés du sol peuvent étre utiles pour interpréter les résultats. Les méthodes recommandées dans
les références (19) (20) (21) (22) (23) peuvent étre utilisées pour déterminer les caractéristiques du sol.
La biomasse microbienne doit étre déterminée a I'aide de la méthode de respiration induite par le
substrat (SIR) (25) (26) ou d'autres méthodes (20).

1.8.3.2 Prélévement, manipulation et stockage des sols

11 est nécessaire de fournir des informations détaillées sur l'historique du site de prélevement, qui
englobent la localisation, le couvert végétal, les traitements aux substances chimiques, les traitements
aux engrais organiques et inorganiques, les apports biologiques ou d'autres contaminations. Si les sols
ont ét¢ traités avec la substance d'essai ou ses analogues structuraux au cours des quatre années
précédentes, ils ne doivent pas étre utilisés pour les études de transformation (10) (15).

Le sol doit étre fraichement extrait du site (de I'horizon A ou de la couche supérieure de 20 cm) avec
une teneur en eau facilitant le tamisage. Pour les sols autres que les sols de riziéres, il faut éviter de
prélever les échantillons pendant ou immédiatement apres de longues périodes (> 30 jours) de
sécheresse, de gel ou d'inondations (14). Les échantillons doivent étre transportés de fagon a minimiser
les modifications de la teneur en eau du sol et conservés dans le noir avec libre circulation d'air, dans
la mesure du possible. Un sac en polyéthyleéne a fermeture non étanche est généralement indiqué a cet
effet.

Le sol doit étre traité le plus rapidement possible apres le prélévement. Il convient de retirer les gros
débris végétaux, animaux et les pierres avant de passer le sol a travers un tamis de 2 mm pour retirer
les petits débris de pierres, et les débris animaux et végétaux. Il convient d'éviter de sécher et de broyer
le sol de maniére importante avant de le tamiser (15).

Lorsqu'il est difficile de prélever des échantillons en hiver (sol gelé ou recouvert d'une couche de
neige), ceux-ci peuvent étre prélevés sur un lot de sol stocké dans une serre sous couvert végétal
(herbe ou mélange d'herbe et de trefle). 1l est nettement préférable d'effectuer des études avec des sols
qui viennent d'étre extraits du site, mais si le sol prélevé et traité doit étre stocké avant le début de
I'é¢tude, les conditions de stockage doivent étre appropriées et leur durée doit étre limitée (4 + 2 °C
pendant une durée maximale de trois mois) afin de préserver l'activité microbienne ¢

On trouvera des instructions détaillées sur le prélévement, la manipulation et le stockage des sols a
utiliser pour les expériences de biotransformation sous les références (8) (10) (15) (26) (27).

Avant son utilisation dans le cadre du présent essai, le sol traité doit étre préincubé afin de permettre la
germination et 1'élimination des semences, et de rétablir I'équilibre du métabolisme microbien aprés le
passage des conditions de prélévement ou de stockage aux conditions d'incubation. Une période de
pré-incubation de 2 a 28 jours approchant les conditions de température et d'humidité de l'essai réel est
généralement indiquée (15). La durée du stockage et de la préincubation ne doit pas dépasser trois
mois au total.

1.9 EXECUTION DE L'ESSAI

1.9.1 Conditions de I'essai



1.9.1.1 Température de I'essai

Au cours de toute la période d'essai, les sols doivent étre incubés dans le noir, a température constante,
respectant les conditions climatiques dans lesquelles 1'utilisation ou le rejet interviendra. Une
température de 20 + 2 °C est recommandée pour toutes les substances d'essai susceptibles d'entrer en
contact avec le sol dans les climats tempérés. La température doit étre enregistrée.

Pour les substances chimiques appliquées ou libérées dans les climats froids (par exemple dans les
pays nordiques, pendant l'automne/hiver), des échantillons de sol supplémentaires doivent également
étre incubés mais a une température plus basse (par exemple a 10 + 2 °C).

1.9.1.2 Teneur en humidité

Pour les essais de transformation en milieu aérobie, la teneur en humidité du sol* doit étre ajustée et
maintenue a une pF située entre 2,0 et 2,5 (3). La teneur en humidité du sol est exprimée en masse
d'eau par masse de sol sec et elle doit étre contrdlée réguliérement (toutes les 2 semaines par exemple)
en pesant les flacons d'incubation et les pertes en eau doivent étre compensées par 1'adjonction d'eau
(de préférence de I'eau du robinet stérilisée par filtration). Il convient de veiller a éviter ou a réduire les
pertes de substance d'essai et/ou des produits de transformation par évaporation et/ou
photodégradation (le cas échéant) pendant 1'ajout d'eau.

Pour les essais de transformation dans des conditions anaérobies et de riziére, le sol est saturé en eau
par submersion.

1.9.1.3 Conditions d'incubation aérobies

Dans les systémes a circulation continue, les conditions aérobies sont maintenues par lessivage
périodique ou par aération continue avec de l'air humidifié. Dans les flacons de type biométre,
I'échange d'air est maintenu par diffusion.

1.9.1.4 Conditions aérobies stériles

Pour obtenir des informations sur l'importance de la transformation abiotique d'une substance d'essai,
les échantillons de sol peuvent étre stérilisés (pour les méthodes de stérilisation, voir les références 16
et 29), traités avec une substance d'essai stérile (par exemple, I'addition de solution a travers un filtre
stérile) et aérés avec de l'air stérile humidifié comme décrit au paragraphe 1.9.1.3. Pour les sols de
riziére, le sol et 1'eau doivent étre stérilisés et l'incubation doit étre effectuée comme décrit au
paragraphe 1.9.1.6.

1.9.1.5 Conditions d'incubation anaérobies

Afin de créer et de maintenir des conditions anaérobies, le sol traité avec la substance d'essai et incubé
dans des conditions aérobies pendant 30 jours ou une demi-vie ou DTs (si celle-ci est plus courte) est
ensuite recouvert d'eau (couche de 1-3 cm d'eau) et le systéme d'incubation est balayé avec un gaz
inerte (azote ou argon) ©* Le systéme d'essai doit permettre de mesurer le pH, la concentration en
oxygene et le potentiel redox et comprendre des dispositifs de piégeage des produits volatils. Le
systéme de type biométre doit étre fermé pour éviter toute entrée d'air par diffusion.

1.9.1.6 Conditions d'incubation dans les sols de riziére

Pour étudier la transformation dans les sols de riziére, le sol est recouvert d'une couche d'eau de 1-5
cm environ et la substance d'essai appliquée a la phase aqueuse (9). Une profondeur de couche de sol
de 5 cm au moins est recommandée. Le systéme est ventilé avec de 1'air comme en situation aérobie.
Le pH, la concentration en oxygene et le potentiel redox de la couche aqueuse doivent étre surveillés
et enregistrés. Une période de pré-incubation de deux semaines au moins est nécessaire avant de
commencer les études de transformation (voir le paragraphe 1.8.3.2).

1.9.1.7 Durée de l'essai

En régle générale, les études des taux et des voies de transformation ne doivent pas dépasser 120
jours® (3) (6) (8), parce qu'au-dela, dans un systéme artificiel en laboratoire qui ne peut se reconstituer
naturellement, on peut attendre une diminution de l'activité microbienne du sol avec le temps. S'il est
nécessaire de caractériser la déplétion de la substance d'essai et la formation et la déplétion des
principaux produits de transformation, les études peuvent étre poursuivies pendant une période plus
longue (de 6 a 12 mois) (8). Des périodes d'incubation plus longues doivent étre justifiées dans le
rapport d'essai et accompagnées de mesures de la biomasse pendant et a la fin de ces périodes.

1.9.2 Exécution de I'essai

On place 50 a 200 g de sol environ (sur la base du poids sec) dans chaque flacon d'incubation (voir les
figures 1 et 2 a l'annexe 3) et on traite le sol avec la substance d'essai en utilisant I'une des méthodes
décrites au paragraphe 1.8.2. Si I'on utilise des solvants organiques pour appliquer la substance d'essai,



il convient de les éliminer du sol par évaporation. Puis, le sol est soigneusement mélangé a I'aide d'une
spatule et/ou en agitant le flacon. Si I'étude est menée dans des conditions de sol de riziére, le sol et
I'eau doivent étre soigneusement mélangés apres 1'application de la substance d'essai. De petits
aliquots (1 g par exemple) des sols traités doivent étre analysés pour mesurer la substance d'essai afin
de vérifier l'uniformité de la répartition. D'autres méthodes sont décrites ci-dessous.

Le taux de traitement doit correspondre a la dose d'application la plus élevée d'un produit
phytosanitaire recommandée dans les instructions d'utilisation et & l'incorporation uniforme a une
profondeur appropriée dans le champ (couche supérieure du sol sur 10 cm 7). Par exemple, pour les
substances chimiques appliquées sur le feuillage ou sans enfouissement dans le sol, la profondeur
appropriée pour calculer la quantité de substance chimique a ajouter a chaque flacon est de 2,5 cm.
Pour les substances chimiques enfouies dans le sol, la profondeur appropriée est la profondeur
d'enfouissement spécifiée dans les instructions d'utilisation. Pour les substances chimiques courantes,
la dose d'application doit étre estimée sur la base de la voie de pénétration la plus pertinente; par
exemple, lorsque les boues d'épuration sont la principale voie de pénétration dans le sol, la substance
chimique doit étre dosée dans la boue a une concentration correspondant a la concentration prévue et
la quantité de boue ajoutée au sol doit correspondre a la charge normale en boue des sols agricoles. Si
cette concentration n'est pas suffisamment élevée pour identifier les principaux produits de
transformation, I'incubation d'échantillons de sol contenant des taux plus élevés peut étre utile, mais il
convient d'éviter des taux excessifs qui influencent les fonctions microbiennes du sol (voir les
paragraphes 1.5 et 1.8.2).

Un autre moyen consiste a traiter un lot plus important (de 1 a 2 kg) de sol avec la substance d'essai,
en le mélangeant soigneusement dans un mélangeur adapté puis en le transférant en petites fractions
de 50 a 200 g dans les flacons d'incubation (par exemple a 1'aide de répartiteurs). De petits aliquots (1
g par exemple) du lot de sol trait¢ doivent étre analysés afin de vérifier l'uniformité de la répartition de
la substance d'essai. Cette procédure est préférable car elle permet une répartition plus uniforme de la
substance d'essai dans le sol.

De méme, les échantillons de sol non traités sont incubés dans les mémes conditions (aérobies) que les
échantillons traités avec la substance d'essai. Ces échantillons sont utilisés pour mesurer la biomasse
pendant le déroulement et a la fin des essais.

Lorsque la substance d'essai est appliquée dans le sol dissous dans un (ou plusieurs) solvant(s)
organique(s), des échantillons de sol traité avec la méme quantité de solvant(s) sont incubés dans les
mémes conditions (aérobies) que les échantillons traités avec la substance d'essai. Ces échantillons
sont utilisés pour mesurer la biomasse au début, pendant le déroulement et a la fin des essais afin de
controler les effets du(des) solvant(s) sur la biomasse microbienne.

Les flacons contenant le sol traité sont attachés au systéme a circulation continue décrit a la Figure 1
ou fermés par la colonne d'absorption présentée dans la Figure 2 (voir I'Annexe 3).

1.9.3 Echantillonnage et mesures

Les flacons d'incubation en deux exemplaires sont retirés a des intervalles appropriés et les
échantillons de sol extraits a 'aide de solvants appropriés de polarité différente et analysés pour
mesurer la substance d'essai et/ou les produits de transformation. Une étude bien congue comprend un
nombre suffisant de flacons de fagon a pouvoir sacrifier deux flacons a chaque prélévement. De plus,
des solutions d'absorption ou des matériaux d'absorption solides sont retirés a différents intervalles de
temps (tous les 7 jours au cours du premier mois et, au bout d'un mois, tous les 17 jours) pendant et a
la fin de l'incubation de chaque échantillon de sol et analysés pour mesurer les produits volatils. Par
ailleurs, au moins 5 points supplémentaires de prélévement devraient étre prévus en plus de
I'échantillon de sol prélevé directement apres application (échantillon de 0 jour). Les intervalles de
temps doivent étre choisis de fagon a pouvoir établir la courbe de déplétion de la substance d'essai et
les courbes de formation et de déplétion des produits de transformation (par exemple 0, 1, 3, 7 jours; 2,
3 semaines; 1, 2, 3 mois, etc.).

Lorsqu'on utilise une substance d'essai marquée au '“C, la radioactivité non extractible est quantifiée
par combustion et un bilan massique est calculé pour chaque intervalle de prélévement.

Dans le cas de I'incubation anaérobie et des sols de riziere, la phase sol et la phase aqueuse peuvent
étre analysées ensemble pour mesurer la substance d'essai et les produits de transformation ou séparées
par filtration ou centrifugation avant extraction et analyse.

1.9.4 Essais facultatifs



11 peut étre utile d'effectuer des études aérobies non stériles a d'autres températures et humidités de sol
pour estimer l'influence de la température et de I'nhnumidité du sol sur le taux de transformation d'une
substance d'essai et/ou de ses produits de transformation dans le sol.

On peut essayer d'effectuer une caractérisation plus poussée de la radioactivité non extractible en
utilisant, par exemple, 1'extraction par un fluide supercritique.

2 DONNEES

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Les quantités de substance d'essai, de produits de transformation, de substances volatiles (en %
uniquement), et non extractibles doivent étre données en pourcentage de la concentration initiale
appliquée et, s'il y a lieu, en mgxkg™ de sol (sur la base du poids sec de sol) & chaque intervalle de
prélevement. Pour chaque intervalle de prélevement, un bilan massique doit étre donné en pourcentage
de la concentration initiale appliquée. La représentation graphique des concentrations de la substance
d'essai en fonction du temps permet d'estimer sa durée de demi-vie de la transformation ou sa DT's.
Les produits de transformation principaux doivent étre identifi¢s et leurs concentrations doivent
également étre présentées graphiquement en fonction du temps afin de montrer leurs taux de formation
et de déplétion. On entend par produit de transformation principal tout produit représentant >= 10 %
de la dose appliquée a n'importe quel moment de 1'¢tude.

Les produits volatils piégés donnent une indication du potentiel de volatilité d'une substance d'essai et
de ses produits de transformation a partir du sol.

11 est possible de déterminer avec plus de précision les demi-vies ou les valeurs DTsy et, s'il y a lieu,
les valeurs DT7s et DTy en utilisant des méthodes de calcul basées sur des modeles cinétiques
appropriés. La durée de demi-vie et les valeurs DTsy doivent étre notées dans le rapport avec la
description du modéle cinétique utilisé, 1'ordre de la cinétique et le coefficient de détermination (r?).
La cinétique du premier ordre est préférable sauf si r? < 0,7. Si nécessaire, les calculs doivent aussi
étre appliqués aux principaux produits de transformation. Des exemples des modeles appropriés sont
décrits sous les références 31 a 35.

Dans le cas des études de taux effectuées a des températures différentes, les taux de transformation
doivent étre décrits comme fonction de la température a l'intérieur de l'intervalle de température de
I'expérience en appliquant la formule de la relation d'Arrhenius :

Pour la consultation du tableau, voir image

ou In A et B sont des constantes de régression, respectivement, l'intersection et la pente de la droite
d'interpolation produite par régression linéaire de In k par rapport a 1/T, ou k est la constante de
vitesse a la température T et T la température en degrés Kelvin. Il convient de prendre soin a
l'intervalle limité de température a l'intérieur de laquelle la relation d'Arrhenius est valable dans le cas
ou la transformation dépend de l'activité microbienne.

2.2 EVALUATION ET INTERPRETATION DES RESULTATS

Bien que les études soient effectuées dans un systéme artificiel en laboratoire, les résultats permettent
d'estimer le taux de transformation de la substance d'essai ainsi que les taux de formation et de
déplétion des produits de transformation dans des conditions de terrain (36) (37).

L'étude des voies de transformation d'une substance d'essai donne des informations sur la fagon dont la
structure de la substance appliquée est modifiée dans le sol par des réactions chimiques et
microbiennes.

3 RAPPORT

RAPPORT D'ESSAI

Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes :

Substance d'essai :

- nom courant, nom chimique, numéro de fichier CAS, formule structurale (indiquant la (les)
position(s) du (des) marquage(s) lorsqu'on utilise un produit radiomarqué) et propriétés physico-
chimiques pertinentes (voir le paragraphe 1.5);

- pureté (impuretés) de la substance d'essai;

- pureté radiochimique de la substance marquée et activité spécifique (s'il y a lieu);

Substances de référence :

- nom et structure chimique des substances de référence utilisées pour caractériser et/ou identifier le
produit de transformation;

Sol d'essai :



- détails du site de prélévement;

- date et procédure d'échantillonnage du sol;

- propriétés des sols : pH, teneur en carbone organique, texture ( % sable, % limon, % argile), capacité
d'échange cationique, densité apparente, caractéristique de rétention d'eau, et biomasse microbienne;
- durée et conditions de stockage du sol (s'il y a lieu);

Conditions d'essai :

- dates de réalisation des études;

- quantité de substance d'essai appliquée;

- solvants utilisés et méthode d'application de la substance d'essai;

- poids de sol traité initialement et prélevé a chaque intervalle pour analyse;

- description du systéme d'incubation utilisé¢;

- débit d'écoulement de I'air (pour les systémes a circulation continue uniquement);

- température au début de I'expérience;

- teneur en humidité du sol pendant 1'incubation;

- biomasse microbienne au début, pendant le déroulement et a la fin des études aérobies;

- pH, concentration en oxygéne et potentiel redox au début, pendant le déroulement et a la fin des
études anaérobies et des sols de riziére;

- méthode(s) d'extraction;

- méthodes de quantification et d'identification de la substance d'essai et des principaux produits de
transformation dans le sol et matériau d'absorption;

- nombre de réplicats et nombre de témoins.

Résultats :

- résultat de la détermination de 1'activité microbienne;

- reproductibilité et sensibilité des méthodes analytiques utilisées;

- taux de récupération (les pourcentages acceptables pour que 1'étude soit valable sont présentés au
paragraphe 1.7.1);

- tableaux de résultats exprimés en % de la dose initiale appliquée et, s'il y a lieu, en mgxkg™ de sol
(sur la base de poids sec);

- bilan massique pendant et a la fin des études;

- caractérisation de la radioactivité non extractible (liée) ou des résidus dans le sol;

- quantification du CO, dégagé et des autres composés volatils;

- graphes représentant la concentration de la substance d'essai dans le sol en fonction du temps et, s'il y
a lieu, des principaux produits de transformation;

- demi-vie ou DTso, DT7s et DTy pour la substance d'essai et, s'il y a lieu, des principaux produits de
transformation, ainsi que les limites de confiance;

- estimation de la vitesse de dégradation abiotique dans des conditions stériles;

- évaluation de la cinétique de transformation de la substance d'essai et, s'il y a lieu, des principaux
produits de transformation;

- voies de transformation proposées, s'il y a lieu;

- discussion et interprétation des résultats;

- données brutes (chromatogramme des échantillons, calcul des vitesses de transformation des
échantillons et moyens utilisés pour identifier les produits de transformation).
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Nota's

(") Par exemple, si la substance d'essai contient un cycle, il est nécessaire de marquer ce cycle; si la
substance d'essai contient deux cycles ou plus, il peut étre nécessaire d'effectuer des études distinctes
pour évaluer le devenir de chaque cycle marqué et obtenir des informations fiables sur la formation de
produits de transformation.

(%) La caractéristique de rétention d'eau d'un sol peut étre mesurée comme capacité au champ, capacité
de rétention d'eau ou comme potentiel de succion (pF). Pour les explications, voir I'Annexe 1. I
convient d'indiquer dans le rapport d'essai si les caractéristiques de rétention d'eau et la densité
apparente des sols ont été déterminées sur des échantillons de sol non brassé ou avec des échantillons
brassés (transformés).

(®) Des résultats récents indiquent que les sols des zones tempérées peuvent également étre stockés a -
20°C pendant plus de trois mois (28)(29) sans perte significative de l'activité microbienne.

(%) Le sol ne doit jamais étre trop humide ni trop sec afin de maintenir des conditions adéquates
d'aération et de nutrition de la microflore du sol. Les teneurs en eau recommandées pour une
croissance microbienne optimale vont de 40 a 60 % de capacité de rétention d'eau (WHC) et de 0,1 a
0,33 bar (6). Cette fourchette est équivalente a un intervalle de pF de 2,0 - 2,5. L'Annexe 2 présente la
teneur habituelle en eau de plusieurs types de sol.

(°) Les conditions aérobies sont prédominantes dans les sols de surface et méme dans les sols sub-
surfaciques comme le montre un projet de recherche financé par I'UE [K. Takagi et al. (1992).
Microbial diversity and activity in subsoils : Methods, field site, seasonal variation in subsoil
temperatures and oxygen contents. Proc. Internat. Symp. Environm. Aspects Pesticides Microbiol.,
270-277, 17-21 aolt 1992, Sigtuna, Suéde]. Les conditions anaérobies peuvent ne se produire
qu'occasionnellement sur des sols inondés apres d'importantes chutes de pluie ou sur des sols de
riziéres submergées.

(°) Les études aérobies doivent étre terminées en moins de 120 jours sous réserve que la voie de
transformation et la minéralisation se soient effectivement produites a cette date. II est possible de
mettre fin a l'essai au bout de 120 jours, ou lorsque 90 % au moins de la substance d'essai sont
transformés, mais seulement si il y a formation de 5 % de CO, au moins.

(7) Calcul de la concentration initiale en fonction de la superficie a I'aide de I'équation suivante :

Pour la consultation du tableau, voir image

C.24. TRANSFORMATION AEROBIE ET ANAEROBIE DANS LES SYSTEMES
SEDIMENTAIRES AQUATIQUES

1. METHODE

La présente méthode d'essai reprend 1'essai TG 308 (2002) de 'OCDE.

1.1 INTRODUCTION

Les substances chimiques peuvent pénétrer dans les eaux de surface peu ou trés profondes par des
voies telles que l'application directe, la déperdition lors de I'épandage, le ruissellement, le drainage,
I'élimination des déchets, les effluents industriels, domestiques ou agricoles et le dépdt atmosphérique.
La présente méthode d'essai décrit une méthode de laboratoire congue pour évaluer la transformation
aérobie et anaérobie des substances chimiques organiques dans les systémes sédimentaires aquatiques.
Elle s'appuie sur les lignes directrices existantes (1)(2)(3)(4)(5)(6). Un atelier de I'OCDE sur la
sélection des sols et des sédiments, qui s'est tenu a Belgirate, en Italie en 1995 (7) a défini notamment
le nombre et le type de sédiments a utiliser dans le cadre de cet essai. Il a également formulé des



recommandations relatives au prélévement, a la manipulation et au stockage des échantillons de
sédiments, sur la base des lignes directrices de 1'ISO (8). Ces études sont nécessaires pour les
substances chimiques qui sont introduites directement dans 1'eau ou qui sont susceptibles de pénétrer
dans le milieu aquatique par les voies décrites ci-avant.

La phase aqueuse supérieure des systémes sédimentaires aquatiques présente souvent des conditions
aérobies. La couche superficielle du sédiment peut étre aérobie ou anaérobie, alors qu'en profondeur,
le sédiment est généralement anaérobie. Afin de tenir compte de toutes ces possibilités, le présent
document décrit des essais aérobies et anaérobies. L'essai aérobie simule une colonne d'eau aérobie sur
une couche de sédiment aérobie et une sous-couche avec un gradient anaérobie. L'essai anaérobie
simule un systéme eau-sédiment complétement anaérobie. Si selon les circonstances, il est nécessaire
de s'écarter sensiblement de ces recommandations, par exemple en utilisant des carottes de sédiment
intact ou des sédiments qui ont pu étre exposés a la substance d'essai, il existe d'autres méthodes a
cette fin (9).

1.2 DEFINITIONS

11 convient d'utiliser dans tous les cas les unités standard internationales (SI).

Substance d'essai : toute substance, qu'il s'agisse de la substance mére ou des produits de
transformation correspondants.

Produits de transformation : toutes les substances résultant des réactions de transformation biotiques et
abiotiques de la substance d'essai et notamment le CO; et les résidus liés.

Résidus liés : les « résidus liés » désignent des composés du sol, végétaux ou animaux, qui subsistent
dans la matrice aprés extraction, sous la forme de la substance mére ou de ses métabolite(s). La
méthode d'extraction ne doit pas modifier de maniére substantielle les composés eux-mémes ni la
structure de la matrice. La nature de la liaison peut étre clarifiée en partie par les méthodes d'extraction
qui modifient la matrice et des techniques analytiques sophistiquées. C'est de cette fagon que I'on a
déterminé jusqu'ici la nature de la liaison, covalente ionique, par sorption ou piégeage. De manicre
générale, la formation de résidus liés abaisse sensiblement la bioaccessibilité et la biodisponibilité (10)
[modifié d'apres 1'UICPA 1984 (11)].

Transformation aérobie : (oxydation) : réaction se produisant en présence d'oxygéne moléculaire (12).
Transformation anaérobie : (réduction) : réaction se produisant en 1'absence d'oxygéne moléculaire
(12).

Eaux naturelles : eaux superficielles provenant de mares, riviéres, fleuves, etc.

Sédiment : mélange de constituants chimiques minéraux et organiques, ces derniers contenant des
composés a haute teneur en carbone et en azote et a masse moléculaire élevée. Il est déposé par les
eaux naturelles avec lesquelles il forme une interface.

Minéralisation : dégradation compléte d'un composé organique en CO; et H>O dans des conditions
aérobies, et en CHy4, CO; et H>O dans des conditions anaérobies. Dans le cadre de la présente méthode
d'essai, lorsqu'on utilise un composé radiomarqué, la minéralisation désigne la dégradation importante
au cours de laquelle un atome de carbone marqué est oxydé ou réduit quantitativement avec
dégagement de la quantité correspondante de *CO, ou de *CHs, respectivement.

Demi-vie, to 5, temps nécessaire a la transformation de 50 % d'une substance d'essai lorsque la
transformation peut étre décrite par une cinétique du premier ordre; elle est indépendante de la
concentration initiale.

DTso (temps de dégradation 50) : période au cours de laquelle la concentration initiale de la substance
d'essai diminue de 50 %.

DTys (temps de dégradation 75) : période au cours de laquelle la concentration initiale de la susbstance
d'essai diminue de 75 %.

DTy (temps de dégradation 90) : période au cours de laquelle la concentration initiale de la substance
d'essai diminue de 90 %.

1.3 SUBSTANCES DE REFERENCE

Des substances de référence doivent étre utilisées pour caractériser et/ou identifier les produits de
transformation par des méthodes spectroscopiques et chromatographiques.

1.4 INFORMATIONS RELATIVES A LA SUBSTANCE D'ESSAI

Une substance d'essai marquée ou non marquée peut étre utilisée pour mesurer le taux de
transformation, bien qu'il soit préférable d'utiliser du matériel marqué. Il est nécessaire d'utiliser du
matériel marqué pour étudier les voies de transformation et établir un bilan massique. le marquage au



14C est recommandé mais l'utilisation d'autres isotopes, comme '*C, '°N, 3H, 3?P, peut aussi étre utile.
Dans la mesure du possible, le marquage doit étre situé dans la partie(s) la plus stable de la molécule'.
La substance d'essai doit avoir une pureté chimique et/ou radiochimique d'au moins 95 %.

Avant de procéder a un essai, il convient de disposer des informations suivantes sur la substance
d'essai :

(a) solubilité dans 1'eau (méthode A.6);

(b) solubilité dans les solvants organiques;

(c) pression de vapeur (Méthode A.4) et constante de la loi de Henry;

(d) coefficient de partage n-octanol/eau (Méthode A.8);

(e) coefficient d'adsorption (Kg, Kfou K, s'il y a lieu) (Méthode C.18);

() hydrolyse (Méthode C.7);

(g) constante de dissociation (pK,) [Ligne directrice 112 de I'OCDE] (13);

(h) structure chimique de la substance d'essai et position des marqueurs isotopiques, s'il y a lieu.

Note : Il convient d'indiquer la température a laquelle ces mesures ont été effectuées.

11 peut également étre utile de disposer d'informations sur la toxicité de la substance d'essai sur les
microorganismes, sur la biodégradabilité immédiate et/ou intrinséque, ainsi que sur la transformation
aérobie et anaérobie dans le sol.

11 faut disposer des méthodes analytiques (dont des méthodes d'extraction et de purification)
nécessaires a la quantification et a l'identification de la substance d'essai et de ses produits de
transformation dans 1'eau et dans les sédiments (voir le paragraphe 1.7.2).

1.5 PRINCIPE DE LA METHODE

La méthode décrite ici emploie un systéme sédimentaire aquatique aérobie et anaérobie (voir 'Annexe
1) qui permet :

(1) de mesurer le taux de transformation de la substance d'essai dans un systéme eau-sédiment,

(i1) de mesurer le taux de transformation de la substance d'essai dans le sédiment,

(ii1) de mesurer le taux de minéralisation de la substance d'essai et/ou de ses produits de transformation
(lorsqu'on utilise une substance d'essai marquée au '“C),

(iv) d'identifier et de quantifier les produits de transformation dans les phases aqueuse et sédimentaire
et notamment le bilan massique (lorsqu'on utilise une substance d'essai marquée),

(v) de mesurer la répartition de la substance d'essai et de ses produits de transformation entre les deux
phases pendant une période d'incubation dans le noir (pour éviter par exemple, la prolifération
d'algues) a température constante. Les durées de demi-vie, les valeurs DTso, DT7s et DTogo sont
déterminées lorsque les données le permettent, mais elles ne doivent pas étre extrapolées bien au-dela
de la période expérimentale (voir le paragraphe 1.2).

Au moins deux sédiments et les phases aqueuses associées sont nécessaires pour les études aérobies et
anaérobies respectivement (7). Il peut toutefois étre nécessaire dans certains cas d'utiliser plus de deux
sédiments aquatiques, par exemple, pour une substance chimique pouvant étre présente dans l'eau
douce et/ou le milieu marin.

1.6 APPLICABILITE DE L'ESSAI

La méthode peut étre appliquée aux substances chimiques (marquées ou non marquées) pour
lesquelles il existe une méthode analytique de précision et de sensibilité suffisantes. Elle s'applique a
des composés faiblement volatils, non-volatils, hydrosolubles ou peu hydrosolubles. L'essai ne doit
pas étre appliqué aux substances chimiques fortement volatiles dans 1'eau (fumigants, solvants
organiques) et qui ne peuvent donc pas étre gardées dans l'eau et/ou le sédiment dans les conditions
expérimentales de cet essai.

La méthode a été appliquée jusqu'ici pour étudier la transformation des substances chimiques dans les
eaux douces et dans les sédiments, mais en principe, elle peut également étre appliquée aux systémes
estuariens/marins. Elle n'est pas adaptée a la simulation des conditions de 'eau courante (rivieres) ou
de pleine mer.

1.7 CRITERES DE QUALITE

1.7.1 RECUPERATION

L'extraction et I'analyse, au moins en double exemplaire, des échantillons d'eau et de sédiment
immédiatement apres I'addition de la substance d'essai donnent une premiére indication de la
reproductibilité de la méthode analytique et de I'uniformité de la procédure d'application de la
substance d'essai. Les taux de récupération des stades ultérieurs des expériences sont fournis par les



bilans massiques respectifs (lorsqu'on utilise une substance marquée). Les taux de récupération
doivent osciller entre 90 % et 110 % pour les substances chimiques marquées (6) et entre 70 % et 110
% pour les substances chimiques non marquées.

1.7.2 REPRODUCTIBILITE ET SENSIBILITE DE LA METHODE ANALYTIQUE

La reproductibilité de la méthode analytique (a 1'exception du rendement d'extraction initial) servant a
quantifier la substance d'essai et les produits de transformation peut étre contrélée en effectuant en
double les analyses du méme extrait d'échantillons d'eau ou de sédiments, incubés suffisamment
longtemps pour permettre la formation de produits de transformation.

La limite de détection de la méthode d'analyse de la substance d'essai et ses produits de transformation
doit étre au moins égale a 0,01 mgxkg™! dans I'eau ou le sédiment (substance d'essai) ou a 1 % de la
quantité initiale appliquée a un systeme d'essai si cette quantité est inférieure. La limite de
quantification doit également étre spécifiée.

1.7.3 PRECISION DES DONNEES DE TRANSFORMATION

L'analyse de régression des concentrations de la substance d'essai en fonction du temps permet
d'obtenir les informations appropriées sur la précision de la courbe de transformation et de calculer les
limites de confiance des demi-vies (en cas de cinétique du pseudo premier ordre) ou des valeurs DT'sg
et, le cas échéant, des valeurs DT75 et DTo.

1.8 DESCRIPTION DE LA METHODE

1.8.1 Systéme et appareillage d'essai

L'étude doit étre effectuée dans des récipients en verre (bouteilles, tubes de centrifugation), a moins
que les informations préliminaires (coefficient de partage n-octanol/eau, données de sorption, etc.)
indiquent que la substance d'essai risque d'adhérer au verre, auquel cas on peut envisager l'utilisation
d'un autre matériau (Téflon). Lorsque I'on sait que la substance d'essai adhére au verre, il est possible
de contourner le probléme en utilisant I'une des méthodes suivantes :

- déterminer la masse de la substance d'essai et de ses produits de transformation sorbés sur le verre;

- veiller a nettoyer toute la verrerie a 1'aide d'un solvant a la fin de 1'essai;

- utilisation de produits formulés (voir également le paragraphe 1.9.2);

- utilisation d'une quantité croissante de co-solvant pour ajouter la substance d'essai au systéme; si 1'on
utilise un co-solvant, celui-ci ne doit pas entrainer de réaction de solvolyse avec la substance d'essai.
Des exemples d'appareillage d'essai courant (systémes a flux continu et biomeétres) sont présentés dans
les annexes 2 et 3, respectivement (14). On trouvera d'autres systémes d'incubation sous la référence
15. L'appareil utilisé pour l'expérience doit permettre I'échange d'air ou d'azote et le piégeage des
produits volatils. Les dimensions de l'appareillage doivent permettre de satisfaire aux exigences de
l'essai (voir le paragraphe 1.9.1). La ventilation peut étre effectuée soit par 1éger barbotage soit en
faisant circuler de l'air ou de 'azote a la surface de 1'eau. Dans ce cas, il est conseillé de remuer
doucement la surface de I'eau pour obtenir une meilleure répartition de 1'oxygéne ou de 'azote dans
I'eau. Il ne faut pas utiliser d'air sans CO; car cela pourrait entrainer une augmentation du pH de 1'eau.
Dans les deux cas, il n'est pas souhaitable de toucher au sédiment et il convient de 1'éviter dans toute la
mesure du possible. Les substances chimiques faiblement volatiles doivent étre testées dans un
systéme de type biométre en remuant légérement la surface de 1'eau. Des récipients fermés avec un
espace libre d'air atmosphérique ou d'azote et des fioles a l'intérieur pour le piégeage des produits
volatils peuvent également étre utilisés (16). Un bon échange du gaz de surface est nécessaire dans
l'essai aérobie afin de compenser la consommation d'oxygeéne par la biomasse.

La liste non restrictive des pi¢ges adaptés a la collecte des produits de transformation volatils est la
suivante : solutions & 1 molxdm™ d'hydroxyde de potassium ou d'hydroxyde de sodium pour le
dioxyde de carbone? et éthyléne glycol, éthanolamine ou 2 % paraffine dans le xyléne pour les
composés organiques. Les produits volatils formés en anaérobie, comme le méthane, peuvent étre
récupérés, par exemple, a l'aide de tamis moléculaires. Ces produits volatils peuvent étre briilés, par
exemple, en CO; en faisant passer le gaz a travers un tube de quartz rempli de CuO a la température de
900 °C et en piégeant le CO, formé dans une colonne d'absorption contenant un produit alcalin (17).
Des instruments de laboratoire pour I'analyse chimique de la substance d'essai et des produits de
transformation sont nécessaires (chromatographie gaz-liquide (GLC), chromatographie en phase
liquide a haute performance (HPLC), chromatographie en couche mince (TLC), spectroscopie de
masse (MS), chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de masse (GC-MS),
chromatographie en phase liquide couplée a la spectrométrie de masse (LC-MS), résonance



magnétique nucléaire (RMN), etc.), ainsi que, le cas échéant, des dispositifs de détection des
substances chimiques radiomarquées ou non marquées. Lorsqu'on utilise des substances
radiomarquées, un compteur a scintillation liquide et un appareil d'oxydation pour la combustion (pour
la combustion des échantillons de sédiment avant I'analyse de radioactivité) sont également
nécessaires.

D'autres équipements courants de laboratoire peuvent s'avérer nécessaires selon le cas pour effectuer
des analyses physico-chimiques et biologiques (voir le Tableau 1 au paragraphe 1.8.2.2), ainsi que de
la verrerie, des produits chimiques et des réactifs.

1.8.2 Sélection et nombre de sédiments aquatiques

Les sites de prélévement doivent étre choisis en fonction de la finalité de 1'essai dans une situation
donnée. Pour choisir les sites de prélévement, il convient de prendre en compte 'historique des
éventuels apports agricoles, industriels ou domestiques dans le bassin versant et les eaux en amont.
Les sédiments ne doivent pas étre utilisés s'ils ont été contaminés par la substance d'essai ou ses
analogues structuraux au cours des 4 années précédentes.

1.8.2.1 Sélection des sédiments

On utilise généralement deux sédiments pour les études aérobies (7). Les deux sédiments sélectionnés
doivent différer en texture et en teneur en carbone organique. Un sédiment doit avoir une teneur ¢levée
en carbone organique (2,5-7,5 %) et une texture fine, et 1'autre doit avoir une teneur en carbone
organique peu ¢élevée (0,5-2,5 %) et une texture grossiere. La différence de teneur en carbone
organique doit étre normalement égale ou supérieure a 2 %. On entend par "texture fine" une teneur en
[argile + limon]® > 50 % et par "texture grossiére" une teneur en [argile + limon] < 50 %. La
différence de teneur [argile + limon] entre les deux sédiments doit tre normalement égale ou
supérieure a 20 %. Dans le cas ou des substances chimiques risquent d'entrer également en contact
avec les eaux de mer, au moins un des deux systémes eau-sé¢diment doit étre d'origine marine.

Pour I'¢tude strictement anaérobie, deux échantillons de sédiments (ainsi que la phase aqueuse
associée) doivent étre prélevés dans les zones anaérobies des systémes a eaux de surface (7). Les
sédiments comme les phases aqueuses doivent étre manipulés et transportés avec précaution en évitant
tout contact avec 1'oxygene.

D'autres parametres peuvent présenter de I'importance dans la sélection des sédiments et ils doivent
étre envisagés au cas par cas. Par exemple, le pH des sédiments est important pour tester les
substances chimiques dont la transformation et/ou la sorption peuvent étre dépendantes du pH. La
dépendance au pH de la sorption peut étre une conséquence du pK, de la substance d'essai.

1.8.2.2 Caractérisation des échantillons eau-sédiment

Les parametres clés qui doivent étre mesurés et notés dans le rapport (en indiquant la méthode utilisée)
pour I'eau et pour le sédiment, ainsi que I'étape de I'essai a laquelle ces paramétres doivent étre
déterminés, sont résumés dans le tableau ci-dessous. Pour information, les méthodes de détermination
de ces paramétres sont fournies sous les références (18) (19) (20) (21).

Par ailleurs, il peut étre nécessaire de mesurer et d'enregistrer d'autres parametres selon le cas (eau
douce : particules, alcalinité, dureté, conductivité, NOs/PO4 (rapport et valeurs individuelles); pour les
sédiments : capacité d'échange cationique, capacité de rétention d'eau, carbonate, azote total et
phosphore; et pour les systémes marins : salinité). Il peut également étre utile d'analyser les sédiments
et I'eau pour mesurer le nitrate, le sulfate, le fer biodisponible, et d'autres accepteurs d'électrons
peuvent aussi étre utiles pour évaluer les conditions redox, notamment en ce qui concerne la
transformation anaérobie.

Pour la consultation du tableau, voir image

1.8.3 Prélévement, manipulation et stockage

1.8.3.1 Prélévement

I convient de se référer au projet de ligne directrice ISO sur I'échantillonnage des fonds sédimentaires
(8) pour prélever les échantillons de sédiment. Les échantillons de sédiment doivent étre prélevés sur
la totalité de la couche supérieure de 5 a 10 cm du sédiment. L'eau correspondante doit étre collectée
sur le méme site ou dans le méme lieu et en méme temps que le sédiment. Pour I'é¢tude anaérobie, le
sédiment et l'eau correspondante doivent étre prélevés et transportés en évitant tout contact avec
I'oxygene (28) (voir le paragraphe 1.8.2.1). Quelques dispositifs d'échantillonnage sont décrits dans la
littérature (8)(23).

1.8.3.2 Manipulation



Le sédiment est séparé de I'eau par filtration et passé au travers d'un tamis de 2 mm en utilisant 1'eau
excédentaire prélevée sur le méme site qui est ensuite éliminée. Des quantités connues de sédiments et
d'eau sont ensuite mélangées dans le rapport désiré (voir le paragraphe 1.9.1) dans des flacons
d'incubation et préparées pour la période d'acclimatation (voir le paragraphe 1.8.4). Pour ['étude
anaérobie, toutes les étapes de la manipulation doivent étre effectuées en absence d'oxygéne (29) (30)
(31) (32) (33).

1.8.3.3 Stockage

11 est vivement recommandé d'utiliser des sédiments et de I'eau fraichement prélevés, mais si le
stockage est nécessaire, le sédiment et 1'eau doivent étre tamisés comme décrit ci-avant et stockés
ensemble, recouverts d'eau (couche d'eau de 6-10 cm), dans 1'obscurité, a 4 + 2 °C* pendant une durée
maximale de 4 semaines (7)(8)(23). Les échantillons destinés aux études aérobies doivent étre stockés
en laissant un acces libre a l'air (dans des récipients ouverts), alors que les échantillons destinés aux
études anaérobies doivent étre conservés en absence d'oxygene. Il ne faut pas que le sédiment et I'eau
soient congelés ni que le sédiment séche pendant le transport et le stockage.

1.8.4 Préparation des échantillons de sédiment/eau pour l'essai

Une période d'acclimatation doit étre respectée avant d'ajouter la substance d'essai, au cours de
laquelle chaque échantillon de sédiment/eau est placé dans le récipient d'incubation a utiliser dans
l'essai principal, et 'acclimatation est réalisée exactement dans les mémes conditions que l'incubation
de I'essai (voir le paragraphe 1.9.1). La période d'acclimatation est le temps nécessaire pour atteindre
une stabilité suffisante du systéme, en termes de pH, de concentration de l'oxygeéne dans 1'eau, de
potentiel redox du sédiment et de 1'eau, et de séparation macroscopique des phases. La période
d'acclimatation doit durer normalement de une a deux semaines et elle ne doit pas excéder quatre
semaines. Le résultat des déterminations effectuées pendant cette période doit étre enregistré.

1.9 REALISATION DE L'ESSAI

1.9.1 Conditions de l'essai

L'essai doit étre effectué dans le dispositif d'incubation (voir le paragraphe 1.8.1) avec un rapport de
volume eau sédiment situé entre 3 :1 et 4 :1, et une couche sédimentaire de 2,5 cm (+ 0,5 cm)*. On
racommande une quantité minimale de 50 g de sédiment (sur une base de poids sec) par récipient
d'incubation.

L'essai doit étre effectué dans le noir a température constante dans la fourchette de 10 a 30 °C. La
température indiquée est de (20 + 2) °C. Le cas échéant, une température supplémentaire plus basse
(10 °C par exemple) peut étre envisagée selon le cas, en fonction de 1'information que 1'on souhaite
retirer de I'essai. La température d'incubation doit étre surveillée et enregistrée.

1.9.2 Traitement et application de la substance d'essai

Une seule concentration d'essai de la substance chimique est utilisée®. Pour les produits phytosanitaires
appliqués directement dans le milieu aquatique, le dosage maximal indiqué sur le mode d'emploi doit
étre pris comme taux maximal d'application calculé sur la base de la surface de I'eau dans le récipient
d'essai . Dans tous les autres cas, la concentration a utiliser doit s'appuyer sur les estimations des
émissions dans I'environnement. 11 convient de veiller a appliquer une concentration de substance
d'essai adéquate afin de caractériser la voie de transformation et la formation et le déclin des produits
de transformation. Il peut étre nécessaire d'appliquer des doses plus élevées (10 fois par exemple) dans
le cas ou les concentrations de la substance d'essai sont proches de la limite de détection au début de
I'étude et/ou les principaux produits de transformation n'ont pas pu étre facilement détectés a un taux
égal a 10 % du taux d'application de la substance d'essai. Toutefois, si des concentrations d'essai plus
¢levées sont utilisées celles-ci ne doivent pas avoir un effet négatif important sur l'activité microbienne
du systéme eau-sédiment. Afin d'obtenir une concentration constante de la substance d'essai dans des
récipients de dimensions différentes, il peut étre indiqué d'ajuster la quantité de produit appliqué, en
fonction de la profondeur de la colonne d'eau dans le récipient par rapport a la profondeur de l'eau
dans le champ (que I'on suppose égale a 100 cm, mais on peut prendre une autre profondeur comme
base). Voir I'annexe 4 pour un exemple de calcul.

Théoriquement, la substance d'essai doit étre appliquée sous forme de solution aqueuse dans la phase
aqueuse du systéme d'essai. S'il n'est pas possible de procéder autrement, on peut utiliser de faibles
quantités de solvants miscibles avec 1'eau (comme l'acétone ou I'éthanol) pour appliquer et répartir la
substance d'essai, mais ce solubilisant ne doit pas dépasser 1 % v/v ni avoir d'effets négatifs sur
l'activité microbienne du systéme d'essai. La solution aqueuse de la substance d'essai doit étre préparée



avec soin - afin d'assurer une homogénéité totale, on peut effectuer un pré-mélange et utiliser des
colonnes de générateur. Aprés l'addition de la solution aqueuse au systéme d'essai, il est recommandé
de remuer doucement la phase aqueuse en brassant le moins possible le sédiment.

Il n'est pas recommandé d'utiliser de maniére routiniére des produits formulés car les ingrédients de
formulation risquent d'affecter la répartition de la substance d'essai et/ou des produits de
transformation entre la phase aqueuse et la phase sédimentaire. Toutefois, dans le cas de substances
peu solubles dans I'eau, 1'utilisation de matériau formulé peut étre une solution de remplacement
appropriée.

Le nombre de récipients d'incubation dépend du nombre de temps de prélévement (voir le paragraphe
1.9.3). Un nombre suffisant de systémes d'essai doit étre prévu de fagon a pouvoir sacrifier deux
systémes a chaque temps de prélévement. Lorsqu'on utilise des unités témoins de chaque systeme
sédimentaire aquatique, ces unités ne doivent pas étre traitées avec la substance d'essai. Les unités
témoins peuvent étre utilisées pour déterminer la biomasse microbienne du sédiment et le carbone
organique total de I'eau et du sédiment a la fin de 1'é¢tude. Deux unités témoins (une unité de chaque
sédiment aquatique) peuvent €tre utilisées pour surveiller les parameétres requis dans le sédiment et
dans I'eau pendant la période d'acclimatation (voir le tableau du paragraphe 1.8.2.2). Deux témoins
supplémentaires doivent étre ajoutés lorsque la substance d'essai est appliquée au moyen d'un solvant
afin de mesurer les effets négatifs sur 'activité microbienne du systéme d'essai.

1.9.3 Durée de l'essai et échantillonnage

L'expérience ne doit pas durer plus de 100 jours(6), et elle doit se poursuivre jusqu'a ce que les voies
de dégradation et le profil de répartition eau/sédiment se soient établis ou lorsque 90 % de la substance
d'essai s'est dissipée par transformation et/ou volatilisation. Le nombre de temps de prélévement doit
étre au moins égal a six (y compris le temps z€ro), et une étude préliminaire facultative (voir le
paragraphe 1.9.4) est effectuée pour déterminer le régime de prélévement et la durée de l'essai, a
moins que 1'on ne dispose de données suffisantes sur la substance d'essai d'apres les études antérieures.
Pour les substances hydrophobes, il peut étre nécessaire d'effectuer des points de prélévement
complémentaires pendant la période initiale afin de déterminer le taux de répartition entre la phase
aqueuse et la phase sédimentaire.

A chaque temps de prélévement, les récipients d'incubation (réplicats) sont retirés pour analyse. Le
sédiment et 1'eau qui le recouvre sont analysés séparément®. L'eau de surface doit étre retirée avec
précaution en évitant autant que possible de toucher au sédiment. L'extraction et la caractérisation de
la substance d'essai et des produits de transformation doivent suivre les procédures analytiques
appropriées. Il faut prendre soin d'éliminer les matiéres adsorbées sur les parois du récipient
d'incubation et dans les tuyaux utilisés pour piéger les produits volatils.

1.9.4 Essai préliminaire facultatif

S'il n'est pas possible de prévoir la durée et le régime d'échantillonnage a partir d'autres études
analogues sur la substance d'essali, il peut étre indiqué d'effectuer un essai préliminaire, dans les
mémes conditions d'essai que les conditions proposées pour I'étude définitive. Si cet essai préliminaire
est effectué, les conditions expérimentales et les résultats de I'essai doivent étre décrits briévement.
1.9.5 Mesures et analyse

La concentration de la substance d'essai et des produits de transformation a chaque temps de
préleévement dans 1'eau et le sédiment doit étre mesurée et enregistrée (en concentration et en
pourcentage de la substance appliquée). En régle générale, tout produit de transformation détecté a >=
10 % de la radioactivité totale appliquée au systéme eau/sédiment, quel que soit le temps de
prélévement, doit etre identifié, a moins d'une justification suffisante. Les produits de transformation
dont les concentrations sont en augmentation constante pendant la durée de 1'étude doivent également
étre identifiés, méme si leurs concentrations ne dépassent pas les limites indiquées ci-avant, car cela
peut indiquer une persistance. Des justifications doivent étre fournies dans le rapport.

Les résultats des systémes de piégeage des gaz/volatils (CO; et autres, a savoir les composés
organiques volatils) doivent étre enregistrés a chaque temps de prélévement. Les taux de
minéralisation doivent étre enregistrés. Les résidus (liés) non extractibles dans le sédiment doivent étre
notés a chaque temps de prélévement.

2 DONNEES

2.1 TRAITEMENT DES RESULTATS

Le bilan massique total ou la récupération (voir le paragraphe 1.7.1) de la radioactivité ajoutée doit



étre calculé a chaque temps de prélévement. Les résultats doivent étre transcrits en pourcentage de
radioactivité ajoutée. La répartition de la radioactivité entre 1'eau et le sédiment doit étre transcrite sous
la forme de concentration et de pourcentage, a chaque temps de prélévement.

La demi-vie, les valeurs DT et, le cas échéant, DT7s et DTo de la substance d'essai doivent étre
calculées avec leurs limites de confiance (voir le paragraphe 1.7.3). Différents outils d'évaluation
permettent d'obtenir des informations sur le taux de dégradation de la substance d'essai dans I'eau et le
sédiment. Il est possible d'appliquer des cinétiques du pseudo-premier ordre, des techniques
d'interpolation empiriques utilisant des solutions graphiques ou numériques ou d'autres méthodes
d'évaluation utilisant par exemple des modéles a un ou plusieurs compartiments. On trouvera plus de
détails dans la littérature spécialisée (35)(36)(37).

Toutes les méthodes ont leurs avantages et leurs inconvénients et leur complexité varie
considérablement. L'hypothése d'une cinétique du premier ordre peut étre une simplification trop
poussée des processus de dégradation et de répartition, mais cette hypothése, lorsque c'est possible,
donne un terme (la constante de vitesse ou la demi-vie) facilement compréhensible et trés utile en
modélisation par simulation et pour calculer les concentrations prévisibles dans I'environnement. Les
méthodes empiriques ou les transformations linéaires peuvent produire une meilleure interpolation
entre les courbes et les données et permettre ainsi une meilleure estimation des demi-vies, des valeurs
DTsp et, le cas échéant, DT7s et DToo. L'utilisation des constantes dérivées est toutefois limitée. Les
mode¢les a compartiments servent a établir des constantes utiles pour 1'évaluation des risques qui
décrivent la vitesse de dégradation dans les différents compartiments et la répartition de la substance
chimique. Ils doivent également étre utilisés pour estimer les constantes de vitesse de formation et de
dégradation des principaux produits de transformation. Dans tous les cas, la méthode choisie doit étre
justifiée et I'expérimentateur doit démontrer graphiquement et/ou statistiquement la qualité de
l'ajustement.

3 RAPPORT

3.1 RAPPORT D'ESSAI

Le rapport doit comprendre les informations suivantes :

Substance d'essai :

- nom courant, nom chimique, numéro de fichier CAS, formule structurale (indiquant la position du
marquage lorsqu'on utilise un produit radiomarqué) et propriétés physico-chimiques pertinentes;

- pureté (impuretés) de la substance d'essai;

- pureté radiochimique de la substance marquée et activité molaire (s'il y a lieu).

Substances de référence :

- nom et structure chimique des substances de référence utilisées pour caractériser et/ou identifier les
produits de transformation

Sédiments et eaux d'essai :

- localisation et description du (ou des) site(s) de prélévement des sédiments aquatiques avec, si
possible, I'historique de la contamination;

- toute information relative au prélévement, au stockage (s'il y a licu) et a I'acclimatation des systémes
eau-sédiment;

- caractéristiques des échantillons eau-sédiment telles qu'indiquées dans le tableau du paragraphe
1.8.2.2.

Conditions de l'essai :

- systeéme d'essai utilisé (circulation continue, biometre, mode de ventilation, méthode de remuage,
volume d'eau, masse sédimentaire, épaisseur de la couche d'eau et de la couche de sédiment,
dimension des récipients d'essai, etc.)

- application de la substance d'essai au systéme : concentration utilisée, nombre de réplicats et de
témoins, mode d'application de la substance d'essai (usage éventuel de solvant), etc.

- température d'incubation;

- temps de prélévement;

- méthodes d'extraction, rendements et limites de détection des méthodes analytiques;

- méthodes de caractérisation/identification des produits de transformation;

- modification du protocole d'essai ou des conditions de l'essai pendant 1'étude.

Résultats :

- données brutes des analyses représentatives (toutes les données brutes doivent étre conservées dans



les archives BPL);

- reproductibilité et sensibilité des méthodes analytiques utilisées;

- taux de récupération (les % acceptables pour valider une étude sont présentés au paragraphe 1.7.1);
- tableaux des résultats exprimés en % de la dose appliquée et en mgxkg™! dans I'eau, le sédiment et le
systéme total ( % uniquement) de la substance d'essai et, s'il y a lieu, des produits de transformation et
de la radioactivité non extractible;

- bilan massique pendant la durée et a la fin des expériences;

- représentation graphique de la transformation dans les fractions eau/sédiment et dans le systéme total
(y compris la minéralisation);

- taux de minéralisation;

- durée de demi-vie, DTso et, le cas échéant, valeurs DT7s et DTy de la substance d'essai et, s'il y a
lieu, des principaux produits de transformation comprenant les limites de confiance dans l'eau, le
sédiment et dans le systéme total;

- une évaluation de la cinétique de transformation de la substance d'essai et, le cas échéant, des
principaux produits de transformation;

- voie de transformation proposée, le cas échéant;

- discussion des résultats.
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Nota's

(1) Par exemple, si la substance d'essai contient un cycle, il est nécessaire de marquer ce cycle; si la
substance d'essai contient deux cycles ou plus, il peut étre nécessaire d'effectuer des études distinctes
pour évaluer le devenir de chaque cycle marqué et obtenir des informations fiables sur la formation de
produits de transformation.

(2) Comme ces solutions d'absorption alcalines absorbent également le dioxyde de carbone de l'air de
ventilation et de l'air formé par la respiration dans les expériences aérobies, il convient de les changer
a intervalles réguliers afin d'éviter leur saturation et par conséquent la perte de leur capacité
d'absorption.

(3) [Argile +limon] est la fraction minérale du sédiment de granulométrie < 50 pm

(4) Selon des études récentes, un stockage a 4 °C peut entrainer une diminution de la teneur en



carbone organique du sédiment ce qui risque d'entrainer une diminution de 'activité microbienne (34).
(5) Il peut étre utile d'effectuer un essai avec une deuxiéme concentration pour les substances
chimiques qui atteignent les eaux superficielles par différentes voies d'entrée ce qui entraine des
concentrations trés différentes, dans la mesure ou la concentration la plus faible peut étre analysée
avec une précision suffisante.

(6) Dans le cas ou les produits de transformation anaérobie peuvent se ré-oxyder trés rapidement, les
conditions anaérobies doivent étre maintenues pendant 1'échantillonnage et l'analyse.

Annexe 1™

INFORMATIONS SUR LES SYSTEMES D'ESSAI AEROBIES ET ANAEROBIES

Systéme d'essai aérobie

Le systéme d'essai aérobie décrit dans la présente méthode d'essai se compose d'une couche d'eau
aérobie (généralement la concentration d'oxygéne varie entre 7 et 10 mgxI™) et une couche de
sédiment, aérobie a la surface et anaérobie sous la surface (généralement, le potentiel redox moyen
(En) dans la zone anaérobie du sédiment est situ¢ entre -80 et -190 mV). On fait passer de I'air humide
a la surface de I'eau dans chaque unité d'incubation afin de maintenir suffisamment d'oxygéne dans
l'espace libre.

Systéme d'essai anaérobie

Dans le systéme d'essai anaérobie, la méthode d'essai est pratiquement la méme que celle du systéme
aérobie, a l'exception que 1'on fait passer de 1'azote humide a la surface de I'eau dans chaque unité
d'incubation afin de maintenir un espace libre d'azote. Le sédiment et I'eau sont considérés comme
anaérobies lorsque le potentiel redox (Ep) est inférieur a -100 mV.

Dans 1'essai anaérobie, I'évaluation de la minéralisation comprend la mesure du dioxyde de carbone et
du méthane dégagé.

Pour la consultation du tableau, voir image

Vu pour étre annexé a Notre arrété du 17 mars 2005.
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