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LIGNE DIRECTRICE DE L'OCDE POUR LESESSAISDE
PRODUITS CHIMIQUES

Poisson, essai de toxicité a court terme aux stades de I'embryon et de I'alevin

INTRODUCTION

1 Cet essai de toxicité a court terme chez le poisson aux stades de I'embryon et de l'alevin
consiste a exposer les stades compris entre |'oeuf qui vient d'étre fécondé et la fin du stade de l'alevin.
Aucune alimentation n'est fournie durant I'essai sur les embryons et les alevins, et I'essai devrait donc
prendre fin alors que les alevins se nourrissent encore aux dépens de leur sac vitellin. Il s'appuie sur
une proposition du Danemark qui a été examinée au cours d'une réunion OCDE d'experts organisée a
Medmenham, au Royaume-Uni, en décembre 1991.

2. La présente Ligne directrice vise a déterminer les effets Iétaux et, dans une moindre
mesure, sublétaux de produits chimiques a des stades définis de la vie des espéces testées.

3. La présente Ligne directrice ne remplace pas la Ligne directrice 210, mais devrait fournir
des informations utiles en ce sens gu'elle pourrait (a) faire le lien entre les essais |étaux et sublétaux,
(b) servir d'essai de sélection pour un essai (complet) de toxicité aux premiers stades de la vie (Ligne
directrice 210) ou un essai de toxicité chronique et (c) étre utilisée pour tester des espéces pour
lesquelles les techniques d'élevage ne sont pas suffisamment au point pour couvrir la période du
passage de l'alimentation endogéne a l'alimentation exogene.

4. Il convient d'étre attentif au fait que seuls les essais couvrant tous les stades de la vie du
poisson sont généralement susceptibles de donner une estimation précise de la toxicité chronique de
produits chimiques pour les poissons, et que toute limitation de I'exposition écartant tel ou tel stade
de la vie risque de diminuer la sensibilité et donc de donner lieu a une sous-estimation de la toxicité
chronique. L'essai aux stades de I'embryon et de l'alevin devrait donc étre moins sensible que I'essai
(complet) de toxicité aux premiers stades de la vie (Ligne directrice 210), notamment en ce qui
concerne les produits chimiques fortement lipophiles (|Jog #) et les substances possédant un
mode d’action toxique particulier. On s'attend toutefois a ce que la différence de sensibilité entre les
deux essais soit moindre pour les produits chimiques a mode d’action narcotique non spécifique (1).

5. Avant la publication de la présente Ligne directrice, I'essentiel de I'expérience que I'on
possédait de cet essai sur les embryons et les alevins portait sur le poisson d'eaadoues ®
Hamilton-Buchanan (téléostéens, cyprinidés - nom commun : danio). L'annexe 1 contient donc des
indications plus détaillées a propos de I'exécution de I'essai sur cette espéce. D'autres espéces au sujet
desquelles on dispose déja d'une certaine expérience peuvent aussi étre utilisées (Tableau 1).

PRINCIPE DE L'ESSAI

6. Les poissons aux stades de lI'embryon et de l'alevin sont exposés a une gamme de
concentrations de la substance d'essai dissoute dans l'eau. Le protocole permet de choisir entre un
essai semi-statique ou dynamique. Le choix dépend de la nature de la substance d'essai. L'essai
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débute au moment ou I'on place les oeufs fécondés dans les enceintes expérimentales et prend fin
juste avant que le sac vitellin d'une quelconque larve d'une quelconque enceinte expérimentale ait été
complétement absorbé ou avant que des poissons témoins ne meurent d'inanition. Les effets létaux et
sublétaux sont évalués et comparés aux valeurs des témoins, en vue de déterminer la concentration
minimale avec effet observé (CMEO) et, de |4, la concentration (maximale) sans effet observé
(CSEO) (voir les définitions a I'annexe 2). D'autre part, ils peuvent également étre analysés a l'aide
d'un modéle de régression permettant d'estimer la concentration qui provoquerait un certain
pourcentage d'effet (CL/CFou x représente un pourcentage d'effet défini).

INFORMATIONS SUR LA SUBSTANCE D’ESSAI

7. Il faudrait disposer des résultats d'un essai de toxicité aigué (voir Ligne directrice 203),
mené de préférence sur I'espéce choisie pour cet essai-ci. Les résultats peuvent servir a sélectionner
la gamme de concentrations appropriée pour l'essai sur les premiers stades de la vie. La solubilité
dans l'eau (y compris la solubilité dans I'eau de l'essai) et la pression de vapeur de la substance d'essai
doivent étre connues. Pour déterminer la concentration de la substance dans les solutions d'essai, il
convient d'appliquer une méthode d’analyse fiable, dont la précision et la limite de détection sont
connues et mentionnées dans le rapport.

8. Les informations concernant la substance d'essai qui sont utiles a I'établissement des
conditions de I'essai incluent la formule structurale, la pureté de la substance d'essai, la stabilité a la
lumiere, la stabilité dans les conditions de l'essai, le pKa, le coefficient de partage n-octangl/eau (P
et les résultats d'un essai de biodégradabilité immédiate (voir Ligne directrice 301).

VALIDITE DE L’ESSAI

9. La validité de I'essai repose sur les conditions suivantes :

- le taux global de survie des oeufs fécondés dans les groupes témoins et, s'il y a lieu,
dans les récipients ne contenant que le solvant doit étre supérieur ou égal aux limites
définies dans les annexes 3 et 4 ;

- la concentration de I'oxygene dissous doit se situer entre 60 et 100 pour cent de la
valeur de saturation en air tout au long de l'essai ;

- aaucun moment au cours de l'essai, la température de I'eau ne doit varier de plus de +

1,5°C entre les différentes enceintes expérimentales ou entre deux jours consécutifs, et
devrait étre maintenue dans la gamme spécifiée pour I'espéce testée (annexes 3 et 4).

DESCRIPTION DE LA METHODE

Enceintes d’essai

10. N'importe quel récipient en verre ou fabriqué dans un matériau chimiquement inerte peut
étre utilisé. Les récipients doivent étre suffisamment grands pour répondre aux critéres de charge
(voir paragraphe 21). Il est recommandé de placer les enceintes expérimentales au hasard dans la
partie du laboratoire ou se déroule I'essai. Il est souhaitable de disposer les enceintes expérimentales
selon un schéma randomisé par bloc, chaque traitement étant représenté dans chaque bloc, plutét que
de les placer de fagcon complétement aléatoire, lorsqu'il existe des effets systématiques dans le
laboratoire qui peuvent étre contrecarrés par la randomisation par blocs. Si celle-ci est utilisée, elle
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doit étre prise en compte dans l'analyse ultérieure des résultats. Les enceintes expérimentales doivent
étre protégées de toute perturbation indésirable.

Sélection des espéces de poissons

11. Les espéces de poissons recommandées sont énumérées dans le tableau 1a. Cela n'exclut
pas l'utilisation d'autres espéces (des exemples figurent au tableau 1b), mais le mode opératoire devra
éventuellement étre adapté afin d'offrir les conditions adéquates. Dans ce cas, la sélection de I'espéce
et la méthode expérimentale doivent étre justifiées.

Soin des poissons géniteurs

12. La Ligne directrice 210 et les références (2)(3)(4)(5)(6) donnent des indications détaillées
sur la fagon de maintenir les poissons géniteurs dans des conditions satisfaisantes.

M anipulation des embryons et deslarves

13. Les embryons et les larves peuvent étre exposés, au sein de la cuve principale, dans des
récipients plus petits pourvus de c6tés ou d'extrémités en filet, permettant le passage de la solution
d'essai. Il est possible d'induire un écoulement non turbulent dans ces petits récipients en les
suspendant a un bras qui déplace le récipient verticalement, en gardant toujours les organismes
submergés ; un systeme de siphon peut aussi étre employé. Les oeufs fécondés des salmonidés
peuvent étre posés sur des supports ou des grilles ayant des ouvertures suffisantes pour permettre aux
larves de passer au travers aprés I'éclosion. Les pipettes Pasteur conviennent au prélévement des
embryons et des larves dans les essais semi-statiques ou le milieu est entierement renouvelé chaque
jour (voir paragraphe 17).

14. Quand on utilise des récipients, des grilles ou des filets pour maintenir les oeufs a l'intérieur

de la cuve d'essai principale, ces dispositifs doivent étre enlevés aprés I'éclosion des larves,
conformément aux conseils fournis dans la Ligne directrice 210, sauf si ces filets sont destinés a
empécher les poissons de s'échapper. Si les larves doivent étre transférées, il ne faut pas les exposer a
I'air, ni utiliser de filets pour enlever les poissons des récipients contenant les oeufs (ces précautions
sont superflues pour des espéces moins fragiles, comme la carpe). Le moment de ce transfert varie
avec l'espece et il n'est pas toujours nécessaire. Dans les essais semi-statiques, des béchers ou des
récipients peu profonds peuvent étre utilisés, munis, si nécessaire, d'une grille placée un peu au-
dessus du fond du récipient. Si le volume de ces récipients est suffisant pour satisfaire aux critéres de
charge (voir paragraphe 21), il n'est pas nécessaire de transférer les embryons ou les larves. En tout
état de cause, on recommande de réduire au minimum la manipulation des embryons et des larves.
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Eau

15. L'eau utilisée pour I'essai doit répondre aux caractéristiqgues chimiques d'une eau de dilution
acceptable (énumérées a l'annexe 5) et permettre aux témoins d'avoir un taux de survie au moins
aussi bon que celui décrit dans les annexes 3 et 4. Sa qualité devrait rester constante pendant toute la
durée de l'essai. Le pH devrait étre maintenu dans un intervalle de * 0,5 unités. Pour s'assurer que
l'eau de dilution n'influencera pas inddment les résultats de I'essai (par exemple en complexant la
substance d'essai) ou ne nuira pas au comportement des poissons géniteurs, des échantillons doivent
étre prélevés périodiqguement en vue d'étre analysés. Il y a lieu de mesurer la teneur en métaux lourds
(par exemple, Cu, Pb, Zn, Hg, Cd, Ni), en principaux anions et cations (par exemple, Ca, Mg, Na, K,
Cl, SQ), en pesticides (par exemple, la totalit¢ des organophosphorés et la totalit¢ des
organochlorés), en carbone organique total et en solides en suspension. Ces mesures devraient étre
effectuées tous les trois mois, par exemple, lorsqu'on sait que I'eau de dilution présente une qualité
relativement constante. Si la qualité de I'eau s'est avérée constante sur une période d'au moins un an,
les déterminations pourront étre plus espacées (par exemple, tous les six mois).

Solutions d’essai

16. Par dilution d'une solution mére, on prépare des solutions d'essai aux concentrations
choisies. La solution mére devrait, de préférence, étre préparée par simple mélange ou agitation
mécanique de la substance d'essai dans I'eau de dilution, (par exemple, au moyen d'un agitateur ou
par ultrasons). Des colonnes de saturation (colonnes de solubilité) peuvent étre utilisées pour amener
la solution mére a la concentration souhaitée. Le recours a des solvants ou dispersants (agents
solubilisants) doit étre évité dans toute la mesure du possible ; il peut toutefois étre nécessaire
d'utiliser ces produits pour obtenir une solution mére a la concentration voulue. Les solvants qui
conviennent sont, par exemple, l'acétone, I'éthanol, le méthanol, le diméthylformamide et le
triethyleneglycol. Parmi les dispersants adéquats, citons le Cremophor RH40, le Tween 80, la
méthylcellulose a 0,01 pour cent et le HCO-40. Il convient d'étre vigilant lorsqu'on utilise des agents
facilement biodégradables (par exemple, l'acétone) et/ou volatils, car ils peuvent entrainer une
prolifération bactérienne dans les essais dynamiques. L'agent solubilisant, le cas échéant, ne doit pas
exercer d'effet significatif sur la survie, ni nuire de facon visible aux premiers stades de la vie, d'aprées
I'observation d'un témoin ne comportant que le solvant. Cependant, I'usage de ces substances doit étre
évité dans toute la mesure du possible.

17. S'agissant des essais semi-statigues, deux méthodes de renouvellement peuvent étre
adoptées : soit (i) les nouvelles solutions d'essai sont préparées dans des récipients propres et I'on
transvase avec précaution les oeufs et larves survivants vers les nouveaux récipients, dans un petit
volume de solution ancienne, en évitant de les exposer a l'air, soit (ii) les organismes testés sont
laissés dans leur récipient d'essai pendant qu'on renouvelle au moins les trois-quarts de leur eau. La
fréquence de renouvellement du milieu dépendra de la stabilité de la substance d'essai, mais un
renouvellement quotidien de l'eau est recommandé. Si les tests préliminaires de stabilité (voir
paragraphes 7-8) révélent que la concentration de la substance n'est pas stable (sort de l'intervalle de
80 a 120 pour cent de la concentration nominale ou tombe en dessous de 80 pour cent de la
concentration mesurée initialement) au cours de la période de renouvellement, il faudrait envisager
de pratiquer un essai dynamique. Quoi qu'il en soit, il convient d'éviter de stresser les larves durant le
renouvellement de I'eau.

18. Les essais dynamiques nécessitent un systéme qui délivre et dilue en continu la solution
meére de la substance d'essai (par exemple, une pompe doseuse, un dilueur proportionnel, un systeme
de saturation), pour distribuer une série de concentrations vers les enceintes d'essai. Les débits des
solutions meres et de I'eau de dilution doivent étre contrblés a intervalles quotidiens de préférence, et
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ne devraient pas varier de plus de 10 pour cent tout au long de I'essai. Un débit équivalent a au moins
cing volumes d'enceintes expérimentales par 24 heures s'est avéré adéquat (2).

DEROULEMENT DE L'ESSAI

19. Des informations utiles concernant la marche a suivre pour les essais de toxicité sur les
embryons de poisson et les alevins se trouvent dans les publications ; la bibliographie de ce texte en
donne quelques références (7)(8)(9).

Conditions d’exposition

Durée

20. L'essai devrait débuter de préférence dans les 30 minutes qui suivent la fécondation des
oeufs. Les embryons sont immergés dans la solution d'essai avant, ou aussitdt que possible apres, le
commencement de la phase de segmentation du blastodisque, et, dans tous les cas, avant le début du
stade de la gastrula. Quand les oeufs proviennent d'un fournisseur commercial, il n'est pas toujours
possible de débuter l'essai juste aprés la fécondation. Comme la sensibilité de I'essai peut étre
fortement influencée par un retard dans son lancement, I'essai devrait débuter dans les 8 heures qui
suivent la fécondation. Les larves n'étant pas nourries durant la période d'exposition, l'essai doit
s'achever juste avant que le sac vitellin d'une quelconque larve d'une quelconque enceinte
expérimentale soit complétement absorbé ou avant que les témoins ne meurent d'inanition. La durée
de l'essai dépendra de I'espéce utilisée. Certaines durées sont recommandées aux annexes 3 et 4.

Charge

21. Le nombre d'oeufs fécondés au début de I'essai doit étre suffisant pour répondre aux critéres
statistiques. Il y a lieu de les répartir au hasard entre les différents traitements et d'utiliser au moins
30 oeufs fécondés répartis en nombre égal (ou aussi proche de I'égalité que possible, car il peut étre
difficile d'obtenir des lots identiques avec certaines especes) entre au moins trois enceintes d'essai
identigues pour chaque concentration. Le taux de charge (biomasse par volume de solution d'essai)
doit étre suffisamment bas pour qu'une concentration d’'oxygéne dissous d'au moins 60 pour cent de
la valeur de saturation en air puisse étre maintenue sans aération. Dans le cas des essais dynamiques,
un taux de charge n'excédant pas 0,5 g/l par 24 heures et ne dépassant pas 5 g/l de solution, a tout
moment, a été recommandé (2).

Lumiére et température
22. La photopériode et la température de l'eau d'essai doivent étre adaptées a l'espéce testée

(voir annexes 3 et 4). En vue de surveiller la température, il peut étre approprié d'utiliser un récipient
d'essai supplémentaire.
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Concentrations d’essai

23. On doit normalement utiliser cing concentrations de la substance d'essai espacées par un
facteur constant ne dépassant pas 3,2. La courbe de l@rCtonction de la période d'exposition,
obtenue au cours de I'étude de toxicité aigué, doit étre prise en considération au moment de
sélectionner la gamme des concentrations d'essai. Il peut étre judicieux, dans certaines circonstances,
d'utiliser moins de cinq concentrations, par exemple dans des essais limites, et un intervalle de
concentrations plus étroit. L'utilisation de moins de cing concentrations doit étre justifiée. Il n'est pas
nécessaire de tester les concentrations supérieures g lap@s 96 heures ou de 100 mg/l, lorsque

la CL,, est supérieure a cette concentration. Les substances ne devraient pas étre testées au-dela de
leur limite de solubilité dans I'eau d'essai.

24. Lorsqu'un agent solubilisant est utilisé pour faciliter la préparation des solutions d'essai
(voir paragraphe 16), sa concentration finale dans les récipients d'essai ne doit pas dépasser 0,1 ml/l
et doit étre identique dans tous les récipients d'essai.

Témoins

25. Un témoin contenant I'eau de dilution (en autant d’exemplaires que de besoin) et, le cas

échéant, un témoin contenant I'agent solubilisant (en autant d’exemplaires que de besoin) doivent étre
étudiés paralléelement aux séries traitées avec la substance.

Fréguence des analyses guantitatives et des mesures

26. Au cours de I'essai, les concentrations de la substance d'essai sont déterminées a intervalles
réguliers (voir paragraphes 27 et 28).

27. Dans les essais semi-statiques, ou I'on suppose que la concentration de la substance d'essai
demeure dans un intervalle de £+ 20 pour cent autour de la concentration nominale (dans une gamme
de 80 a 120 pour cent, voir paragraphes 7 et 17), il est recommandé, au minimum, d'analyser la
concentration la plus basse et la plus élevée, dés leur prépagafiaste avant le renouvellement du

milieu, & au moins trois occasions réguliérement espacées au cours de I'essai (les analyses devraient
étre pratiquées sur des échantillons prélevés dans la méme solution, dés leur préparation et au
moment du renouvellement). Pour les essais dans lesquels la concentration de la substance d'essai ne
devrait pas se maintenir dans un intervalle de + 20 pour cent autour de la concentration nominale
(d'aprés les résultats concernant la stabilité de la substance), il est nécessaire d'analyser toutes les
concentrations, des leur préparation et au moment du renouvellement, mais selon le méme régime,
c'est-a-dire a au moins trois occasions, régulierement espacées au cours de I'essai. La détermination
des concentrations de la substance d'essai avant le renouvellement ne doit étre réalisée que sur un
seul récipient par concentration. Les déterminations ne devraient pas étre espacées de plus de sept
jours. On préconise de baser les résultats sur les concentrations mesurées. Toutefois, si les données
disponibles montrent que la concentration de la substance d'essai dans la solution s'est maintenue
correctement dans un intervalle de + 20 pour cent autour de la concentration nominale ou mesurée au
départ, tout au long de l'essai, les résultats peuvent s'appuyer sur la concentration nominale ou les
valeurs mesurées au départ.

28. Dans le cas des essais dynamiques, il convient d'appliquer un régime de prélévement
d'échantillons similaire a celui décrit pour les essais semi-statiques (mais le dosage des solutions
juste avant leur renouvellement ne s'applique pas ici). Néanmoins, si I'essai dure plus de sept jours, il
peut étre souhaitable d'augmenter le nombre de prélévements au cours de la premiére semaine (par
exemple, trois séries de mesures), afin de s'assurer que les concentrations d'essai restent stables.
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29. On peut avoir dans certains cas a filtrer (avec, par exemple, des pores de 0,45 um) ou a
centrifuger les échantillons. Toutefois, comme ni la centrifugation, ni la filtration n’apparaissent
toujours a méme de séparer la fraction non biodisponible de la substance d'essai de sa fraction
biodisponible, il peut étre inutile de soumettre les échantillons a ces traitements.

30. Pendant l'essai, I'oxygéne dissous, le pH et la température doivent étre mesurés dans tous
les récipients d'essai. La dureté totale et la salinité, le cas échéant, doivent étre déterminées dans les
témoins et dans un des récipients contenant la concentration la plus élevée. L'oxygéne dissous et la
salinité, le cas échéant, doivent étre mesurés au moins trois fois : au début, au milieu et a la fin de
I'essai. Dans les essais semi-statiques, il est recommandé de mesurer l'oxygéne dissous plus
fréquemment, de préférence avant et aprés chaque renouvellement d'eau ou au moins une fois par
semaine. Le pH devrait étre mesuré au début et a la fin de chaque période de renouvellement d'eau
dans les essais semi-statiques et au moins une fois par semaine dans les essais dynamiques. Il faudrait
déterminer la dureté une fois dans chaque essai. La température devrait étre mesurée
quotidiennement et, de préférence, surveillée en continu dans au moins un récipient d'essai.

Observations

31. Stade de développement embryonnaire : le stade embryonnaire (stade de la gastrula) au
début de I'exposition a la substance d'essai doit étre vérifié aussi précisément que possible. Ceci peut
se faire sur un échantillon représentatif d'oeufs bien conservés et rendus translucides. Des
descriptions et des illustrations des stades embryonnaires peuvent étre consultées dans les
publications (2)(5)(10)(11).

32. Eclosion et survie : il faut observer et dénombrer les éclosions et les survivants au moins
une fois par jour. Il peut étre souhaitable d'effectuer des observations plus fréquentes au début de
I'essai (par exemple, toutes les 30 minutes au cours des trois premiéres heures), puisque dans certains
cas, la durée de la survie peut étre plus pertinente que le seul nombre de morts (notamment en
présence d'effets toxiques aigus). Les larves et embryons morts doivent étre retirés dés qu'ils ont été
observés, car ils peuvent se décomposer rapidement. Il convient d'étre extrémement attentif lorsqu'on
retire les individus morts a ne pas heurter ou Iéser physiquement les oeufs et les larves adjacents, qui
sont trés délicats et sensibles. Les critéres de déces varient selon le stade de la vie :

- pour les oeufs : en particulier au début de leur cycle, une diminution marquée de la
transparence et un changement de coloration, dus a la coagulation et/ou a la
précipitation de protéines et conduisant a un aspect blanc opaque.

- pour les embryons : pas de mouvement corporel et/ou pas de battement du coeur et/ou
décoloration opaque chez les espéces dont les embryons sont normalement
transparents ;

- pour les larves : immobilité et/ou absence de mouvement respiratoire et/ou absence de
battement du coeur et/ou coloration blanche opaque du systéme nerveux central et/ou

absence de réaction aux stimulations mécaniques.

33. Apparence anormale : on doit noter le nombre de larves présentant une anomalie de la
forme du corps et/ou de la pigmentation, ainsi que le stade de l'absorption du sac vitellin, a des
intervalles choisis en fonction de la durée de I'essai et de la nature de I'anomalie décrite. Il faut savoir
que des larves et embryons anormaux surviennent de facon naturelle et que leur proportion peut
atteindre quelques pour cent chez le(s) témoin(s) de certaines espéces. Les animaux anormaux ne
doivent étre retirés des récipients d'essai qu'a leur mort.

34. Comportement anormal : des anomalies telles qu'une hyperventilation, une nage mal
coordonnée et une immobilité atypique doivent étre notées a des intervalles qui dépendent de la durée
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de l'essai. Ces effets, bien que difficiles a chiffrer, peuvent, lorsqu'ils sont observés, contribuer a
l'interprétation des résultats de mortalité, notamment en fournissant un éclairage sur le mode d'action
toxique de la substance.

35. Longueur : a la fin de I'essai, il est recommandé de mesurer la longueur de chaque individu,
en prenant la longueur standard, la longueur a la fourche ou la longueur totale. Cependant, si I'on
constate une putréfaction de la nageoire caudale ou une usure des nageoires, on doit employer la
longueur standard. Habituellement, dans un essai correctement exécuté, le coefficient de variation de
la longueur entre les différents récipients des témoins doik &depour cent.

36. Poids : a la fin de I'essai, chaque individu peut étre pesé ; le poids sec (24 heures a 60°C) est
préférable au poids frais (poissons essuyés). Généralement, dans un essai correctement exécuté, le
coefficient de variation du poids entre les différents récipients des témoins dsilétpour cent.

37. Ces observations permettront de livrer une partie ou la totalité des données suivantes a
I'analyse statistique :

- mortalité cumulée ;

- nombre de larves saines a la fin de I'essai ;

- moment du commencement de I'éclosion et de la fin de celle-ci (90 pour cent d'oeufs
éclos dans chaque enceinte de concentration identique) ;

- nombre de larves écloses chaque jour ;

- longueur (et poids) des animaux survivants a la fin de I'essai ;

- nombre de larves déformées ou d'apparence anormale ;

- nombre de larves présentant un comportement anormal.

RESULTATSET RAPPORT

Traitement des résultats

38. Il est recommandé qu'un statisticien participe a la fois a la conception et a l'analyse de
I'essai, puisque cette Ligne directrice autorise des variations considérables dans la procédure
expérimentale, par exemple en ce qui concerne le nombre d'enceintes expérimentales, le nombre de
concentrations d'essai, le nombre initial d'oeufs fécondés et les parametres mesurés. Compte tenu des
choix possibles dans la conception de l'essai, on ne donnera pas ici d'orientations précises sur les
méthodes statistiques.

39. Si la CMEO et la CSEO doivent étre estimées, il sera nécessaire d'analyser les variations au
sein de chaque série d’enceintes de concentration identique a l'aide de I'analyse de la variance ou de
méthodes avec tableau de contingence. La méthode de Dunnett peut étre utile pour procéder a des
comparaisons multiples entre les résultats obtenus a chaque concentration et ceux des témoins (12)
(13). Il existe d'autres exemples pertinents (14)(15). La grandeur de l'effet détectable par I'analyse de
la variance ou par d'autres méthodes (c’est-a-dire la puissance de l'essai) devrait étre calculée et
mentionnée dans le rapport. Il faut savoir que les observations énumérées au paragraphe 37 ne se
prétent pas toutes au traitement statistique par I'analyse de la variance. A titre d'exemple, la mortalité
cumulée et le nombre de larves saines a la fin de I'essai pourraient étre analysés a l'aide de méthodes
des probits.

40. S'il y a lieu d'estimer la CL et la CEine courbe adéquate, telle que la courbe logistique,

doit étre ajustée aux résultats étudiés au moyen d'une méthode statistique telle que la méthode des
moindres carrés ou des moindres carrés non linéaires. La ou les courbe(s) doivent étre paramétrées de
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facon que la CL et la CHecherchées et leur écart-type puissent étre estimés directement. Cela
facilitera beaucoup le calcul des limites de confiance autour de la CL et de ka@&ns d'avoir de

bonnes raisons de préférer d'autres niveaux de confiance, des limites de confiance de 95 pour cent de
part et d'autre devraient étre choisies. La procédure d'ajustement devrait, de préférence, permettre
d'évaluer la signification du manque d'ajustement. Des méthodes graphiques pour ajuster les courbes
peuvent étre utilisées. Toutes les observations énumérées au paragraphe 37 se prétent a l'analyse de la
régression.

Interprétation des résultats

41. Les résultats doivent étre interprétés avec prudence, lorsque les concentrations mesurées
des produits toxiques dans les solutions d'essai sont proches des limites de détection de la méthode
d’analyse. L'interprétation des résultats concernant les concentrations supérieures a la solubilité de la
substance dans I'eau doit aussi se faire avec prudence.

Rapport d’essai

42. Les informations suivantes doivent figurer dans le rapport d'essai :
Substance d'essai :

- état physique et propriétés physico-chimiques pertinentes ;
- données relatives a l'identification chimique, notamment la pureté et la méthode d’analyse
guantitative de la substance d'essai, s'il y a lieu.

Espéce testée :

- nom scientifique, variété, nombre de poissons parents (combien de femelles ont été
utilisées pour fournir le nombre d'oeufs requis par I'essai), source et méthode de collecte
des oeufs fécondés et manipulations ultérieures.

Conditions d'essai :

- méthode utilisée (par exemple, semi-statique ou dynamique, temps écoulé entre la
fécondation et le début de I'essai, charge, etc.) ;

- photopériode(s);

- conception de l'essai (par exemple, nombre d'enceintes expérimentales et d’exemplaires
de méme concentration, nombre d'embryons par exemplaire) ;

- méthode de préparation des solutions méres et fréquence de renouvellement (I'agent
solubilisant et sa concentration doivent étre spécifiés, le cas échéant) ;

- concentrations nominales de l'essai, valeurs mesurées dans les récipients d'essai,
moyennes et écarts-types de celles-ci, et méthode de détermination ; si la substance d'essai
est soluble dans I'eau a des concentrations inférieures a celles qui ont été testées, il faut
démontrer que les mesures se référent aux concentrations de la substance d'essai dans la
phase dissoute ;

- caractéristiques de l'eau de dilution : pH, dureté, température, concentration de I'oxygéne
dissous, teneur en chlore résiduel (si elle a été mesurée), carbone organique total, solides
en suspension, salinité du milieu d'essai (si elle a été mesurée) et toute autre mesure
effectuée ;

- gualité de l'eau dans les récipients d'essai, pH, dureté, température et concentration de
I'oxygéne dissous.
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Résultats :

résultats de toute étude préliminaire sur la stabilité de la substance d'essai ;

données montrant que les témoins répondent a la norme générale d'acceptabilité relative a
la survie de l'espéce (annexes 3 et 4) ;

résultats concernant la mortalité et la survie aux stades de I'embryon et de la larve et taux
de mortalité et de survie globaux ;

délais d'éclosion et nombre d'oeufs éclos ;

longueur (et poids) ;

description et fréquence des anomalies morphologiques, le cas échéant ;

description et fréquence des effets sur le comportement, le cas échéant ;

analyse statistique et traitement des données ;

pour les essais soumis a l'analyse de la variance, la concentration minimale avec effet
observé (CMEO) a p = 0,05, et la concentration sans effet observé (CSEO) pour chaque
réponse évaluée, ainsi qu'une description des méthodes statistiques utilisées et une
indication de la grandeur de I'effet qui peut étre détecté ;

pour les essais analysés a l'aide de techniques de régression, la CL etetaleDiEs
intervalles de confiance, et un graphique du modeéle ajusté utilisé pour les calculer ;
justification de tout écart a la Ligne directrice.

TABLEAU 1A : ESPECES DE POISSONSRECOMMANDEES POUR L'ESSAI

EAU DOUCE
Oncorhynchus mykiss
Truite arc-en-ciel (9)(16)
Brachydanio rerio
Danio (7)(17)(18)
Cyprinus carpio

Carpe commune (8)(19)
Oryzias latipes

Medaka (20) (21)
Pimephales promelas
Téte-de-boule (8)(22)
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TABLEAU 1B :EXEMPLESD'AUTRESESPECES QUI ONT EGALEMENT ETE

UTILISEESET SUR LESQUELLES ON POSSEDE UNE BONNE
DOCUMENTATION

EAU DOUCE EAU SALEE

Carassius auratus Menidia peninsulae

Cyprin doré (8) Capucette nord-américaine (23)(24)(25)
Lepomis macrochirus Clupea harengus

Crapet arlequin (8) Hareng (24)(25)

Gadus morhua
Morue (24)(25)

Cyprinodon variegatus
Fondule téte de mouton (23)(24)(25)
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ANNEXE 1

ORIENTATIONSPOUR LA REALISATION D'UN ESSAI DE TOXICITE SURLES
EMBRYONSET LESALEVINS DU DANIO (Brachydanio rerio)

INTRODUCTION

1 Le danio est originaire de la céte de Coromandel, en Inde, ou il peuple les rivieres a courant
rapide. C'est une espéce courante en aquarium, appartenant a la famille des carpes. Des informations
sur les méthodes d'élevage et les soins a lui apporter se trouvent dans des manuels de référence sur
les poissons tropicaux. Sa biologie et son utilisation dans la recherche liée a la péche ont été passées
en revue par Laale (1).

2. Ce poisson dépasse rarement 45 mm de longueur. Son corps cylindrique arbore 7 a

9 rayures horizontales bleu foncé et argentées. Ces rayures se prolongent dans les nageoires caudales
et anales. Son dos est vert olive. Les males sont plus minces que les femelles. Les femelles sont plus
argentées et leur abdomen est distendu, en particulier avant le frai.

3. Les poissons adultes sont capables de supporter de grandes fluctuations de température, de
pH et de dureté. Toutefois, afin de disposer de poissons sains qui produisent des oeufs de bonne
qualité, il faut leur fournir des conditions optimales.

4. Pendant la parade nuptiale, le méale poursuit la femelle et lui donne des coups de téte ; les
oeufs sont fécondés dés qu'ils sont expulsés. Les oeufs, qui sont transparents et non adhérents,
tombent au fond ou ils peuvent étre mangés par les parents. Le frai est influencé par la lumiére. Si la
lumiére du matin est suffisante, le poisson fraie habituellement au cours des premiéres heures qui
suivent le lever du soleil.

5. Une femelle peut produire des pontes de plusieurs centaines d'oeufs a des intervalles d'une
semaine.

ETAT DESPOISSONS PARENTS, REPRODUCTION ET PREMIERSSTADESDE LA VIE

6. Un nombre adéquat de poissons sains est sélectionné et gardé dans une eau appropriée (voir
a l'annexe 5, par exemple) pendant au moins deux semaines avant le frai prévu. Le groupe de
poissons devrait s'étre reproduit au moins une fois avant d'engendrer la série d'oeufs utilisés dans
I'essai. La densité des poissons durant cette période ne devrait pas excéder 1 gramme de poissons par
litre. La densité pourra étre plus élevée si I'eau est renouvelée régulierement ou si on a recours a des
systémes de purification. La température des aquariums devrait étre maintenue a 25°C + 2°C. Les
poissons devraient recevoir un régime alimentaire varié, qui pourrait se composer, par exemple,
d'aliments déshydratés appropriés trouvés dans le commexdernih vivants récemment éclos, de
chironomidés, d®aphnia et de vers blancs de la famille des enchytréidés.

7. Deux méthodes ayant permis d'obtenir un lot suffisant d'oeufs fécondés sains, en vue de
I'essai, sont résumées ci-dessous :

() Huit femelles et seize males sont placés dans un aquarium contenant 50 litres d'eau de
dilution, protégé de la lumiére directe. On évitera le plus possible de les perturber
pendant au moins 48 heures. Un support de frai est disposé au fond de l'aguarium,
pendant l'aprés-midi du jour qui précéde le début de l'essai. Le support de frai se
compose d'un cadre (en plexiglas ou dans un autre matériau adapté) de 5 a 7 cm de haut,
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muni d'un filet & grosses mailles (2-5 mm) a son sommet et d'un filet & mailles fines (10-
30 um) a sa base. Plusieurs "arbres a frai", consistant en une corde de nylon non
torsadée, sont attachés au filet a grosses mailles du support. Aprés que les poissons ont
été laissés dans l'obscurité pendant 12 heures, on allume une faible lumiére qui va
déclencher le frai. Deux a quatre heures apreés le frai, le support de frai est retiré et les
oeufs sont récupérés. Le support de frai empéchera les poissons de manger les oeufs et
facilitera en méme temps la collecte des oeufs. Le groupe de poissons devra avoir frayé
au moins une fois avant le frai qui donnera les oeufs destinés a l'essai.

(i) Cing a dix poissons males et femelles sont gardés dans des aquariums individuels
pendant au moins deux semaines avant le frai prévu. Apres cing a dix jours, les
abdomens des femelles seront distendus et leurs papilles génitales apparaitront
visiblement. Les poissons males n'ont pas de papilles. Le frai se déroule dans des cuves
équipées d'un faux fond en filet (voir ci-dessus). La cuve est remplie d'eau de dilution,
jusqu'a ce qu'elle ait atteint une hauteur de 5 a 10 cm au-dessus du filet. Une femelle et
deux males sont mis dans la cuve un jour avant le frai prévu. La température de l'eau est
portée progressivement a un degré au-dessus de la température d'acclimatation. On
éteint la lumiére et on évite autant que possible toute perturbation aux poissons. Au
matin, une faible lumiere est allumée, qui déclenchera le frai. Aprés deux a quatre
heures, les poissons sont enlevés et les oeufs récoltés. Si le nombre d'oeufs nécessaire
dépasse la capacité de production d'une femelle, un nombre suffisant de cuves de frai
peut étre disposé en paralléle. En notant la capacité de reproduction de chaque femelle
avant I'essai (taille de la ponte et qualité des oeufs), on peut sélectionner les femelles qui
possédent la capacité de reproduction la plus avantageuse pour l'essai.

8. Les oeufs doivent étre transférés vers les récipients d'essai dans des tubes en verre
(diameétre intérieur supérieur ou égal a 4 mm) dotés d'une poire aspirante souple. La quantité d'eau
accompagnant les oeufs lors de leur transfert devrait étre aussi réduite que possible. Les oeufs sont
plus denses que l'eau et tombent hors du tube. Il faut veiller & ce que les oeufs (et les larves) n'entrent
pas en contact avec l'air. On procédera a un examen microscopique d’'un ou plusieurs échantillon(s)
de ponte(s), pour vérifier s'il n'y a pas d'anomalies aux premiers stades de développement. La
désinfection des oeufs n'est pas autorisée.

9. Le taux de mortalité des oeufs est le plus élevé dans les 24 heures qui suivent la
fécondation. On observe souvent une mortalité de 5 a 40 pour cent durant cette période. Les oeufs
dégénérent parce que la fécondation a échoué ou que le développement ne se déroule pas
normalement. La qualité des oeufs d'une ponte semble dépendre de la femelle, certaines femelles
produisant systématiquement des oeufs de bonne qualité, tandis que d'autres n'y arrivent jamais. La
vitesse de développement et d'éclosion varie aussi d'une ponte a l'autre. Les oeufs dont la fécondation
s'est bien déroulée et les alevins présentent un taux de survie élevé, normalement supérieur a 90 pour
cent. A 25°C, les oeufs éclosent 3 a 5 jours aprés la fécondation et le sac vitellin est absorbé environ
13 jours apres la fécondation.

10. Le développement embryonnaire a été bien défini par Hisaoka et Battle (2). Grace a la
transparence des oeufs et des larves écloses, il est possible de suivre le développement des poissons
et d'observer la présence de malformations. Environ quatre heures apres le frai, les oeufs fécondés
peuvent étre distingués des oeufs non fécondés (3). Les oeufs et les larves sont examinés au
microscope dans des récipients d'essai de petit volume.

11. Les conditions d'essai qui s'appliguent aux premiers stades de la vie sont énumérées a

I'annexe 3. Les valeurs optimales pour le pH et la dureté de I'eau de dilution sont respectivement de
7,8 et de 250 mg de CagD
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CALCULSET STATISTIQUES

12. Une démarche en deux étapes est proposée. Tout d'abord, on procéde a l'analyse statistique
des données concernant la mortalité, les anomalies du développement et le moment de I'éclosion.
Ensuite on évalue statistiquement la longueur corporelle des poissons pour les concentrations
auxquelles aucun effet nuisible n'a été détecté sur I'ensemble de ces trois premiers paramétres. Cette
démarche est souhaitable, étant donné que le produit toxique peut sélectivement tuer les plus petits
poissons, retarder I'éclosion et induire des malformations évidentes et par conséquent conduire a une
altération des mesures de longueur. En outre, il y aura a peu prés le méme nombre de poissons a
mesurer par traitement, ce qui garantira la validité de I'analyse statistique de I'essai.

DETERMINATIONSDE LA CL_ET DE LA CE,,

13. Le pourcentage d'oeufs et de larves survivants est calculé et corrigé en fonction de la
mortalité chez les témoins a l'aide de la formule d’Abbott (4) :

C-P

P=100-]
C

X100]
ou:
P = pourcentage de survivants corrigé
P' = pourcentage de survivants observé dans la concentration d'essai
C = pourcentage de survivants chez les témoins.
La CL,, devra, si possible, étre déterminée par une méthode appropriée a la fin de I'essai.
Si on souhaite intégrer les anomalies morphologiques dans le traitement statistique de la

CE,, on trouvera des indications a ce sujet dans Stephan (5).

ESTIMATION DE LA CMEO ET DE LA CSEO

14. L'essai de toxicité aux stades de I'embryon et de l'alevin vise notamment a comparer les
expériences menées a des concentrations non nulles avec les témoins, afin de déterminer la CMEO. Il
y a donc lieu d'appliquer des méthodes de comparaisons multiples (6)(7)(8)(9)(10).
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ANNEXE 2

DEFINITIONS

Concentration minimale avec effet observé (CMEO) : concentration la plus basse d'une substance
d'essai a laquelle on observe un effet significatif €20p05) par rapport au témoin. Cependant, toutes

les concentrations d'essai supérieures a la CMEO doivent avoir un effet nocif supérieur ou égal a
celui observé a la CMEO.

Concentration (maximale) sans effet observé (CSEO): concentration d'essai immédiatement
inférieure a la CMEO.
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ANNEXE 3:
CONDITIONS ET DUREE DE L'ESSAI ET CRITERES DE SURVIE POUR LES ESPECES RECOMMANDEES
ESPECE TEMPERATURE [SALINITE PHOTO- DUREE DES STADES DUREE HABITUELLE DE SURVIE DES
PERIODE . L'ESSAI TEMOINS (%
(°C) (0/09) () (jours) MINIMUM)
Embryon Alevin Taux de Aprés
réussite de| éclosion
I'éclosion
EAU DOUCE :
Brachydanio rerio 25+1 - 12-16 3-5 8-10 | dés que possible apres la 80 90
Danio fécondation (début du stade della
gastrula) jusqu'a 5 jours apres
I'éclosion (8-10 jours)
Oncorhynchus mykiss 10+ 1% - 0@ 30-35 25-30 | dés que possible aprés la 66 70
Truite arc-en-ciel 12 +1% fécondation (début du stade de|la
gastrula) jusqu'a 20 jours apres
I'éclosion (50-55 jours)
Cyprinus carpio dés que possible aprés la 80 75
Carpe commune 21-25 12 - 16 5 > 4 [fécondation (début du stade de|la
gastrula) jusqu'a 4 jours apres
I'éclosion (8-9 jours)
Oryzias |atipes 24 + 1% - 12-16 8-11 4 -8 | deés que possible aprés la 80 80
Medaka 23+ 2% fécondation (début du stade de|la
gastrula) jusqu'a 5 jours apres
I'éclosion (13-16 jours)
Pimephales promelas 25+ 2 - 16 4-5 5  (des que possible apres la 60 70
Téte-de-boule fecondatl(_)n (deput_du stade\de la
gastrula) jusqu'a 4 jours apres
I'éclosion (8-9 jours)

(1) Pour les embryons
(a) Obscurité pour les embryons et les larves jusqu'a une semaine aprés I'éclosion, sauf pendant qu'on les examine.
Une lumiére tamisée est ensuite appliquée jusqu'a la fin de I'essai.

(2) Pour les larves
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ANNEXE 4

212

CONDITIONSDE L’ESSAI, DUREE ET CRITERES DE SURVIE POUR D’'AUTRES ESPECES SUR LESQUELLES ON POSSEDE UNE

BONNE DOCUMENTATION

ESPECE TEMP. | SALINITE | PHOTO- DUREE DES STADES ' DUREE HABITUELLE DE SURVIE DES TEMOINS
PERIODE (jours) L'ESSAI SU‘R L'EMBRYON ET (MINIMUM %)
Embryon Alevin Taux de Aprés
réussite de | éclosion
I'éclosion
EAU DOUCE :
Carassius auratus 24+1 - - 3-4 >4 dés que possible aprés la fécondation - 80
Cyprin doré (début du stade de la gastrula) jusqu'a
4 jours apres I'éclosion (7 jours)
Leopomis macrochirus 21+1 - 16 3 >4 dés que possible aprés la fécondation - 75
Crapet arlequin (début du stade de la gastrula) jusqu'a
4 jours apres I'éclosion (7 jours)
EAU SALEE :
Menidia peninsulae 22-25 15-22 12 15 10 dés que possible aprés la fécondation 80 60
Capucette nord- (début du stade de la gastrula) jusqu'a
américaine 5 jours apres I'éclosion (6-7 jours)
Clupea harengus 10+1 8-15 12 20-25 3.5 | desque possible aprés la fécondatipn g 80
Hareng (début du stade de la gastrula) jusqu'a
3 jours aprés I'éclosion (23-27 jrours)
Gadus morhua 51 5-30 12 14 - 16 3-5 dés que possible aprés la fécondation 60 80
Morue (début du stade de la gastrula) jusqu'a
3 jours aprés I'éclosion (18 jours)
Cyprinodon variegatus 25+2 15-30 12 - - dés que possible apres la fécondation >75 80
Fondule téte de mouton (début du stade de la gastrula) jusqu'a
4/7 jours aprés l'éclosion (28 jours)
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ANNEXE 5
QUELQUESCARACTERISTIQUESCHIMIQUES D’'UNE EAU DE DILUTION
ACCEPTABLE

SUBSTANCE CONCENTRATIONS
matiéres particulaires <20 mg/l
carbone organique total <2 mgl/l
ammoniac non ionisé <1lug/l
chlore résiduel < 10pg/l
pesticides organophosphorés totaux <50 ng/l
pesticides organochlorés totaux et biphényles polychlorés <50 ng/l
chlore organique total <25 ngl/l

20/20




