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INTRODUCTION GÉNÉRALE 

A. CARACTÉRISATION DE LA SUBSTANCE À TESTER 

Avant d'entreprendre toute étude de toxicité, il faut connaître la 
composition de la substance à tester, y compris les principales impu
retés, ainsi que ses propriétés physico-chimiques dont sa stabilité. 

Les propriétés physico-chimiques de la substance fournissent des 
informations importantes pour le choix de la voie d'administration, 
pour la conception des différentes études, ainsi que pour la manipu
lation et le stockage de la substance. 

La mise au point d'une méthode d'analyse permettant une évaluation 
qualitative et quantitative de la substance à tester (y compris, si 
possible, de ses principales impuretés) dans le véhicule d'adminis
tration et dans le matériel biologique doit précéder la mise en #uvre 
de l'étude. 

Toutes les informations concernant l'identification, les propriétés 
physico-chimiques, la pureté et le comportement de la substance à 
tester doivent être consignées dans le procès-verbal d'essai. 

B. SOIN DES ANIMAUX 

Lors des essais de toxicité, il est essentiel de procéder à des contrôles 
stricts des conditions ambiantes et d'utiliser des techniques appro
priées de soin des animaux. 

i) Conditions d'hébergement 

Les conditions ambiantes dans les locaux ou enceintes réservés aux 
animaux d'expérience doivent être adaptées à l'espèce utilisée pour 
l'essai. Pour les rats, les souris et les cobayes, la température 
ambiante doit être de 22 o C ± 3 o C et l'humidité relative de 30 à 
70 %; pour les lapins, la température doit être de 20 o C ± 3 o C et 
l'humidité relative de 30 à 70 %. 

Certaines techniques expérimentales sont particulièrement sensibles 
aux effets thermiques et, dans de tels cas, des indications précises 
concernant les conditions adéquates figurent dans la description de la 
méthode d'essai. Dans tous les essais de toxicité, la température et 
l'humidité doivent être contrôlées et consignées, et doivent figurer 
dans le rapport final d'étude. 

Un éclairage artificiel doit garantir l'alternance de 12 heures de 
lumière et 12 heures d'obscurité. Les détails concernant les condi
tions d'éclairage doivent être consignés dans le rapport final d'étude. 

Sauf si la méthode prévoit d'autres conditions, les animaux doivent 
être hébergés individuellement ou mis en cage par petits groupes de 
même sexe. Les cages collectives ne doivent pas contenir plus de 
cinq animaux. 

Il est important que les comptes rendus d'expérimentation animale 
précisent le type de cage utilisé et le nombre d'animaux par cage lors 
de l'exposition à la substance chimique et pendant toute période 
d'observation qui suit. 
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ii) Conditions d'alimentation 

Le régime alimentaire doit répondre à tous les besoins nutritionnels 
de l'espèce soumise à l'expérience. Lorsque les substances à tester 
sont administrées dans la nourriture, il se peut que la valeur nutri
tionnelle de cette dernière soit amoindrie par une interaction entre la 
substance et un ingrédient de l'alimentation. Cette éventualité doit 
être prise en compte lors de l'interprétation des résultats de l'essai. 
Les régimes alimentaires classiquement utilisés en laboratoire sont 
acceptables, l'eau de boisson étant fournie à satiété. Le choix du 
régime alimentaire peut être guidé par la nécessité de garantir une 
proportion appropriée de substance en cas d'administration par cette 
méthode. 

Les contaminants alimentaires qui agissent sur la toxicité ne doivent 
pas être présents à des concentrations susceptibles d'influencer les 
résultats. 

C. MÉTHODES ALTERNATIVES 

L'UE attache une grande importance à la mise au point et à la 
validation de méthodes alternatives qui fournissent autant d'informa
tions que les expérimentations animales actuelles, mais qui nécessi
tent moins d'animaux, minimisent leurs souffrances et permettent 
d'éviter leur sacrifice. 

Dès que de telles méthodes sont disponibles, elles doivent être envi
sagées, chaque fois que cela est possible, pour la caractérisation des 
dangers et pour la classification et l'étiquetage des substances en 
fonction des dangers intrinsèques. 

D. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

L'extrapolation directe à l'homme des résultats des expériences sur 
les animaux et des essais in vitro n'est possible que dans certaines 
limites; il faut en tenir compte lors de l'évaluation et de l'interpréta
tion des essais; aussi, lorsque des effets indésirables ont été mis en 
évidence chez l'homme, ces données peuvent être utilisées pour 
confirmer les résultats expérimentaux. 

E. RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES 

La plupart des méthodes présentées ici sont élaborées dans le cadre 
du programme de lignes directrices de l'OCDE en matière d'essais. 
Ces méthodes doivent être mises en #uvre conformément aux 
bonnes pratiques de laboratoire, afin de garantir l'acceptation 
mutuelle des données. 

De plus amples informations peuvent être obtenues dans les réfé
rences citées dans les lignes directrices de l'OCDE et dans d'autres 
publications pertinentes. 
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B.1 bis. TOXICITÉ ORALE AIGUË ! MÉTHODE DE LA DOSE 
PRÉDÉTERMINÉE 

1. MÉTHODE 

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

1.1. INTRODUCTION 

Les méthodes traditionnelles pour évaluer la toxicité aiguë 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 aiguë, utilisant des doses prédéterminées (1). 
Cette méthode évitait d'utiliser la mort des animaux comme effet 
observé et s'appuyait plutôt sur l'observation de signes manifestes 
de toxicité apparaissant après traitement à une dose prédéterminée. 
À la suite 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. Après cela, les propriétés statistiques de la 
méthode de la dose prédéterminée ont été évaluées dans une série 
d'études utilisant des modèles mathématiques (4) (5) (6). Ensemble, 
les études in vivo et celles fondées sur des modèles 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 même manière que les autres méthodes 
d'essai de toxicité aiguë. 

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 aiguë (7). Ce document 
contient également de plus amples informations sur la conduite et 
l'interprétation de la méthode d'essai B.1 bis. 

La méthode de la dose prédéterminée a comme principe de n'utiliser, 
pour l'étude principale, que des doses modérément toxiques et 
d'éviter d'administrer des doses qui peuvent s'avérer létales. De 
même, 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 sévèrement irritantes. Au cours de l'essai, 
les animaux moribonds et les animaux souffrant de façon manifeste 
ou montrant des signes de détresse grave devront être euthanasiés. 
Ces animaux devront être pris en compte dans l'interprétation des 
résultats au même titre que les animaux morts au cours de l'essai. 
Les critères pour décider d'euthanasier les animaux moribonds et 
ceux qui souffrent de façon manifeste, ainsi que les orientations 
pour reconnaître une mort prévisible ou imminente, font l'objet 
d'un autre document d'orientation (8). 

La méthode fournit des informations qui permettent à la fois l'éva
luation des dangers et le classement des substances selon le système 
général harmonisé de classification (SGH) des substances ayant une 
toxicité aiguë (9). 

Le laboratoire doit rassembler toutes les informations disponibles sur 
la substance d'essai avant de procéder à l'essai. Ces informations 
comprennent l'identité et la structure chimique de la substance, ses 
propriétés physico-chimiques, les résultats obtenus dans tous les 
autres essais de toxicité in vitro et in vivo, les données toxicolo
giques 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 à la 
pertinence de l'essai pour la protection de la santé humaine et elles 
seront utiles dans le choix de la dose initiale appropriée. 
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1.2. DÉFINITIONS ET UNITÉS 

Toxicité orale aiguë: effets défavorables apparaissant après l'admi
nistration par voie orale d'une dose unique de substance ou de 
plusieurs doses données sur une période de 24 heures. 

Mort différée: l'animal ne meurt ni n'apparaît 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'expé
rience (par exemple mg/kg). 

Toxicité manifeste: terme général désignant des signes évidents de 
toxicité qui surviennent à la suite de l'administration d'une substance 
d'essai [voir (3)]. Ces signes doivent être tels que l'on puisse s'at
tendre à ce qu'une augmentation de la dose administrée entraîne 
l'apparition de douleurs importantes et des signes persistants de 
détresse profonde, un état moribond [pour les critères, voir (8)] et 
probablement de la mortalité pour la plupart des animaux. 

SGH: système général harmonisé de classification et d'étiquetage. 
Une activité conjointe de l'OCDE (santé humaine et environnement), 
du comité d'experts sur le transport des matières dangereuses (pro
priétés physico-chimiques) et du BIT (communication des dangers) 
et coordonnée par l'IOMC (Interorganisation Programme for the 
Sound Management of Chemicals). 

Mort imminente: il y a mort imminente lorsqu'on s'attend à 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 posi
tion couchée et les tremblements [voir (8) pour plus de détails]. 

DL 50 (dose létale 50 %): dose unique d'une substance d'essai, 
obtenue par calcul statistique, susceptible d'entraîner la mort de 
50 % des animaux lorsqu'elle est administrée par voie orale. La 
valeur de la DL 50 est exprimée en poids de la substance par unité 
de poids corporel de l'animal d'expérience (mg/kg). 

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

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

Mort prévisible: présence de signes cliniques indiquant que la mort 
va intervenir à un moment déterminé dans le futur, avant la fin 
projetée de l'expérience, par exemple incapacité à atteindre l'eau ou 
la nourriture [pour plus de détails, voir (8)]. 
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1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Des groupes d'animaux du même sexe reçoivent des doses prédéter
minées de 5, 50, 300 et 2 000 mg/kg selon une procédure séquen
tielle. Exceptionnellement, une dose additionnelle de 5 000 mg/kg 
peut être 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 
apparaître certains signes de toxicité, sans toutefois provoquer des 
effets toxiques graves ou la mort. Les manifestations cliniques et les 
effets associés à la douleur, à la souffrance et à une mort imminente 
sont décrits dans un document d'orientation de l'OCDE (8). D'autres 
groupes d'animaux reçoivent des doses plus fortes ou moins fortes en 
fonction de l'absence ou de la présence d'effets toxiques ou de 
mortalité. On continue la procédure jusqu'à 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 à aucun effet observé ou lorsque la mort 
survient à la dose la plus faible. 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Choix de l'espèce animale 

Le rat est l'espèce préférée, mais d'autres espèces peuvent être utili
sées. Normalement, on utilise des femelles (7). L'étude de la littéra
ture sur les essais traditionnels de DL 50 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 légèrement plus sensibles 
(10). Si, toutefois, compte tenu des propriétés toxicologiques et toxi
cocinétiques de composés structurellement voisins, il apparaît que les 
mâles sont probablement plus sensibles, il convient d'employer des 
mâles. Dans ce cas, il faut fournir une justification adéquate. 

On utilise de jeunes animaux adultes sains issus de souches couram
ment utilisées en laboratoire. Les femelles doivent être nullipares et 
non gravides. Au début de l'essai, chaque animal doit être âgé de 8 à 
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 être main
tenue à 22 o C (± 3 o C). L'humidité relative doit atteindre au moins 
30 % et rester de préférence inférieure à 70 %, mais en dehors des 
heures de nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir le taux 
d'humidité autour de 50 à 60 %. On appliquera un éclairage artificiel 
alternant 12 heures de lumière et 12 heures d'obscurité. Pour l'ali
mentation des animaux, on peut utiliser la nourriture classique de 
laboratoire avec de l'eau potable à satiété. Les animaux peuvent être 
groupés par dose. Toutefois, le nombre d'animaux par cage ne doit 
pas faire obstacle à 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 accli
mater aux conditions de laboratoire pendant au moins cinq jours 
avant l'expérience. 
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1.4.4. Préparation des doses 

En général, il convient d'administrer la substance d'essai à volume 
constant quelle que soit la dose testée, en faisant varier la concen
tration de la préparation. Lorsqu'un produit liquide ou un mélange 
font l'objet de l'essai, l'utilisation du produit non dilué, donc à 
concentration constante, peut être plus appropriée pour l'évaluation 
du risque de cette substance. Certaines autorités réglementaires l'exi
gent. Dans tous les cas, il ne faut pas dépasser le volume de dose 
maximal. Le volume maximal de liquide qui peut être administré en 
une seule fois dépend de la taille de l'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'uti
liser une solution aqueuse chaque fois que cela est possible, sinon on 
peut utiliser une solution dans de l'huile (par exemple de l'huile de 
maïs) et éventuellement une solution dans d'autres véhicules. En ce 
qui concerne les véhicules non aqueux, leur toxicité doit être connue. 
Les doses doivent être préparées juste avant l'administration, sauf si 
la stabilité de la préparation pendant la durée de la période d'utili
sation est connue et jugée acceptable. 

1.5. MODE OPÉRATOIRE 

1.5.1. Administration des doses 

La substance d'essai est administrée en une seule dose par gavage à 
l'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 être fractionnée sur une période n'excédant 
pas 24 heures. 

Les animaux doivent être à jeun avant l'administration de la subs
tance (on supprimera la nourriture, mais pas l'eau, pendant toute une 
nuit pour les rats et pendant 3 à 4 heures pour les souris). Après la 
période de jeûne, les animaux doivent être pesés; la substance d'essai 
leur est ensuite administrée. Après l'administration de la substance, 
les animaux peuvent être à nouveau privés de nourriture, pendant 3 à 
4 heures pour les rats et pendant 1 à 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'ali
menter et de faire boire les animaux. 

1.5.2. Étude d'orientation 

Le but de l'étude d'orientation est de permettre la sélection d'une 
dose initiale appropriée pour l'étude principale. L'administration des 
doses se fait de façon séquentielle aux animaux individuellement 
selon les schémas de l'annexe 1. L'étude d'orientation prend fin 
lorsqu'une décision au sujet de la dose initiale de l'étude principale 
peut être prise (ou lorsqu'une mortalité est observée à la dose prédé
terminée la plus faible). 

Pour la dose initiale de l'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 à observer des signes de toxicité 
évidente, si possible sur la base d'indications obtenues à partir de 
données in vivo et in vitro sur la même substance et sur des subs
tances structurellement voisines. En l'absence de telles informations, 
la dose initiale sera de 300 mg/kg. 

Les animaux sont traités à 24 heures d'intervalle au moins. Tous les 
animaux sont observés pendant au moins quatorze jours. 
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Exceptionnellement, et uniquement lorsque cela est nécessaire pour 
satisfaire à une exigence réglementaire particulière, l'utilisation d'une 
dose maximale prédéterminée supplémentaire de 5 000 mg/kg peut 
être envisagée (voir annexe 3). Par souci de protection des animaux, 
l'essai de substances en catégorie 5 du SGH (2 000 - 5 000 mg/kg) 
est déconseillé et ne doit être envisagé que lorsqu'il est très probable 
qu'il donnera des résultats qui présenteront un intérêt direct pour la 
protection de la santé des hommes et des animaux ou de l'environ
nement. 

Dans le cas où un animal ayant reçu la dose prédéterminée la plus 
faible (5 mg/kg) mourrait au cours de l'étude d'orientation, la procé
dure normale est de terminer l'étude et de classer la substance en 
catégorie 1 du SGH (voir l'annexe 1). Cependant, il peut s'avérer 
nécessaire de confirmer la classification, et la procédure facultative 
supplémentaire ci-après est alors proposée. Un deuxième animal 
reçoit une dose de 5 mg/kg. Si ce deuxième animal meurt, la clas
sification en catégorie 1 du SGH est confirmée et l'étude prend fin 
immédiatement. Si le deuxième animal survit, un maximum de trois 
animaux supplémentaires reçoivent chacun 5 mg/kg. Étant donné le 
risque de mortalité élevé, il convient de procéder de manière séquen
tielle par souci de protection des animaux. L'intervalle de temps entre 
chaque administration doit être suffisant afin de pouvoir démontrer 
que l'animal précédent a des chances de survivre. Si un deuxième 
animal meurt, l'administration séquentielle sera immédiatement 
arrêtée et aucun autre animal ne recevra de dose. Avec la mort 
d'un deuxième animal (indépendamment du nombre d'animaux 
soumis à l'essai au moment où celui-ci est arrêté), le résultat est A 
(2 morts ou plus), et la règle de classification présentée à l'annexe 2 
pour la dose prédéterminée de 5 rng/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, 
l'annexe 4 propose une méthode de classification selon le système 
communautaire en attendant la mise en place du nouveau SGH. 

1.5.3. Étude principale 

1.5.3.1. Nombre d'animaux et niveaux des doses 

Les schémas de l'annexe 2 indiquent la marche à suivre après admi
nistration de la dose initiale. Il y a trois possibilités: arrêter l'essai et 
attribuer la classification appropriée, administrer la dose prédéter
minée supérieure ou administrer la dose inférieure. Cependant, par 
souci de protection des animaux, les doses ayant entraîné la mort au 
cours de l'étude d'orientation ne sont pas réappliquées lors de l'étude 
principale (voir annexe 2). L'expérience démontre que le résultat le 
plus probable à la dose initiale est que la substance pourra être 
classée et qu'il sera inutile de prolonger l'essai. 

En général, on utilise au total cinq animaux du même sexe à chaque 
niveau de dose étudié. Ce groupe de cinq animaux est constitué de 
l'animal utilisé dans l'étude d'orientation, auquel est administrée la 
dose sélectionnée, et de quatre animaux supplémentaires (sauf dans 
les rares cas où une dose utilisée dans l'étude principale n'a pas été 
utilisée dans l'étude d'orientation). 

L'intervalle de temps à respecter entre l'administration de chaque 
niveau de dose dépend du moment où se manifestent les effets 
toxiques, de leur durée et de leur gravité. L'administration de la 
dose suivante doit être retardée jusqu'à ce que l'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 à 
chaque niveau de dose est recommandé, si nécessaire, pour permettre 
l'observation de signes de toxicité différée. Cet intervalle peut être 
ajusté selon qu'il convient, par exemple, en cas de réponse peu 
concluante. 
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Lorsque l'on envisage d'utiliser une dose prédéterminée maximale de 
5 000 mg/kg, il y a lieu de suivre la procédure présentée à l'annexe 3 
(voir également section 1.6.2). 

1.5.3.2. Essai limite 

L'essai limite est utilisé principalement lorsque l'expérimentateur 
dispose d'informations indiquant que la substance d'essai n'est proba
blement pas toxique, c'est-à-dire que sa toxicité ne se manifeste 
qu'au-delà des doses limites réglementaires. Des informations concer
nant la toxicité de la substance d'essai peuvent être déduites des 
connaissances acquises sur des substances, produits ou mélanges 
similaires déjà testés, compte tenu de l'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 à une substance toxique, il faut effectuer l'essai 
principal. 

Selon la procédure normale, une étude d'orientation à la dose initiale 
de 2 000 mg/kg (exceptionnellement 5 000 mg/kg), suivie du traite
ment de quatre animaux supplémentaires à cette même dose, sert 
d'essai limite dans cette ligne directrice. 

1.6. OBSERVATIONS 

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

D'autres observations peuvent s'avérer nécessaires lorsque les 
animaux continuent à manifester des signes de toxicité. Les obser
vations doivent porter sur les modifications de la peau, des poils, des 
yeux et des muqueuses, ainsi que de l'appareil respiratoire, du 
système circulatoire, du système nerveux central et autonome, de 
l'activité somatomotrice et du comportement. L'attention portera en 
particulier sur l'observation des diverses manifestations de tremble
ment, convulsions, salivation, diarrhée, léthargie, sommeil et coma. 
Les principes et critères résumés dans le document d'orientation sur 
les effets sur l'homme doivent être pris en considération (8). Les 
animaux moribonds et les animaux souffrant manifestement ou 
présentant des signes graves de détresse doivent être euthanasiés. 
Qu'il s'agisse d'animaux euthanasiés pour raisons éthiques ou d'ani
maux retrouvés morts, le moment de la mort doit être enregistré de 
façon aussi précise que possible. 

1.6.1. Poids corporel 

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

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

2. RÉSULTATS 

Les résultats obtenus pour chaque animal doivent être présentés. 
Toutes les données doivent être 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 réver
sibilité éventuelle et les résultats de l'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 à 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: 

� espèce/souche utilisée, 

� état microbiologique des animaux, s'il est connu, 

� nombre, âge et sexe des animaux (le cas échéant, justification du 
choix de mâles à la place de femelles), 

� origine, conditions d'hébergement, régime alimentaire, etc. 

Conditions de l'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 l'administration, 

� détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau (y compris le 
type de régime et sa provenance ainsi que celle de l'eau), 

� justification du choix de la dose initiale. 
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Résultats: 

� tableau des réactions aux différentes doses pour chaque animal 
(c'est-à-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 à 
intervalles d'une semaine, et au moment de la mort ou du sacri
fice, 

� 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 l'autopsie et observations histo
pathologiques. 

Discussion et interprétation des résultats. 

Conclusions. 
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ANNEXE 1 

SCHÉMA POUR L'ÉTUDE D'ORIENTATION
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ANNEXE 3 

CRITÈRES POUR LA CLASSIFICATION DE SUBSTANCES 
D'ESSAI DONT ON PRÉSUME QUE LA DL 50 EST SUPÉRIEURE À 

2 000 mg/kg, SANS RECOURIR À L'ESSAI 

Les critères pour la catégorie de danger 5 sont destinés à permettre l'identification 
de substances qui ont une toxicité aiguë relativement faible mais qui, dans 
certaines conditions, peuvent se révéler dangereuses pour des populations vulné
rables. Ces substances sont présumées avoir une DL 50 orale ou cutanée comprise 
dans la plage 2 000 - 5 000 mg/kg ou correspondant à des doses équivalentes par 
d'autres voies. Des substances d'essai peuvent être classées dans la catégorie SGH 
de danger 5, définie par 2 000 mg/kg < DL 50 < 5 000 mg/kg, dans les cas 
suivants: 

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

b) lorsque l'on est déjà en possession de données fiables indiquant que la DL 50 
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 l'homme susci
tent de sérieuses inquiétudes pour la santé humaine; 

c) 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 l'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 l'existence de signes cliniques signi
ficatifs 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 l'existence d'informations fiables 
indiquant la possibilité d'effets aigus significatifs d'après les résultats des 
autres études sur animaux. 

ESSAIS À DOSES SUPÉRIEURES À 2 000 mg/kg 

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

Étude d'orientation 

Les critères de décision de la procédure séquentielle présentée à l'annexe 1 sont 
étendus de manière à s'appliquer également à une dose de 5 000 mg/kg. Ainsi, 
lorsqu'une dose initiale de 5 000 mg/kg est utilisée dans l'étude d'orientation et 
que le résultat A (mortalité) est obtenu, il faut tester un deuxième animal à 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 l'étude principale. De 
même, si on choisit une dose initiale différente de 5 000 mg/kg, l'essai se pour
suivra à la dose de 5 000 mg/kg en cas d'obtention d'un résultat B ou C à 2 000 
mg/kg. L'obtention d'un nouveau résultat A à 5 000 mg/kg imposera une dose 
initiale de 2 000 mg/kg pour l'étude principale, alors qu'un résultat B ou C 
imposera 5 000 mg/kg comme dose initiale pour cette étude. 
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Étude principale 

Les critères de décision de la procédure séquentielle présentée à l'annexe 2 sont 
étendus de manière à s'appliquer également à une dose de 5 000 mg/kg. Ainsi, 
lorsqu'une dose initiale de 5 000 mg/kg est utilisée dans l'étude principale et que le 
résultat A (> 2 morts) est obtenu, il faut tester un second groupe à 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 façon similaire, si une 
dose initiale différente de 5 000 mg/kg est choisie, l'essai se poursuivra à la dose 
de 5 000 mg/kg en cas d'obtention d'un résultat C à 2 000 mg/kg. L'obtention d'un 
nouveau résultat A à 5 000 mg/kg entraînera 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. 
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ANNEXE 4 

MÉTHODE D'ESSAI B.1 bis 

Conseils pour une classification selon le système de l'UE en attendant la mise en place effective du système général harmonisé de classification (SGH) [voir référence (8)]
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B.1 ter. TOXICITÉ ORALE AIGUË ! MÉTHODE DE LA CLASSE 
DE TOXICITÉ AIGUË 

1. MÉTHODE 

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

1.1. INTRODUCTION 

La méthode de la classe de toxicité aiguë (1) décrite dans cet essai 
est une procédure séquentielle qui utilise trois animaux de même 
sexe à chaque étape. Suivant la mortalité et/ou l'état moribond des 
animaux, deux à quatre étapes sont en moyenne nécessaires pour 
évaluer la toxicité aiguë de la substance d'essai. Cette procédure 
est reproductible, utilise très peu d'animaux et permet de classer 
des substances par ordre de toxicité de la même manière que les 
autres méthodes de toxicité aiguë. La méthode par classe de toxicité 
aiguë est fondée sur des évaluations biométriques (2) (3) (4) (5) avec 
des doses prédéterminées, convenablement espacées de manière à 
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 DL 50 issues de la littérature, tant sur le plan 
national (6) que sur le plan 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 aiguë (8). Ce document 
contient également de plus amples informations sur la conduite et 
l'interprétation de la méthode d'essai B.l ter. 

Il n'est pas nécessaire d'administrer des substances d'essai à des 
niveaux de dose dont on sait qu'elles provoquent des douleurs et 
une détresse importante du fait des propriétés corrosives ou sévère
ment irritantes. Au cours de l'essai, les animaux moribonds et les 
animaux souffrant de façon manifeste ou montrant des signes de 
détresse grave devront être euthanasiés. Ces animaux devront être 
pris en compte dans l'interprétation des résultats, au même titre que 
les animaux morts pendant l'essai. Les critères pour décider de tuer 
les animaux moribonds et ceux qui souffrent de façon manifeste ainsi 
que des orientations pour reconnaître une mort prévisible ou immi
nente font l'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 système général 
harmonisé de classification (SGH) des substances ayant une toxicité 
aiguë (10). 

En principe, la méthode ne vise pas à calculer une valeur précise de 
DL 50 , mais elle permet de déterminer dans quelle gamme de doses la 
substance doit être considérée comme létale, puisque la mort d'une 
partie des animaux reste le principal effet observé dans cet essai. La 
méthode permet de déterminer une DL 50 uniquement dans le cas où 
au moins deux doses donnent une mortalité supérieure à 0 % et 
inférieure à 100 %. Grâce à l'utilisation d'un choix de doses prédé
terminées, indépendamment de la substance d'essai, et au lien expli
cite entre classification et nombre d'animaux dans différents états 
observés, la cohérence entre laboratoires est favorisée. 
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Le laboratoire doit rassembler toutes les informations disponibles sur 
la substance d'essai avant de procéder à l'essai. Ces informations 
comprennent l'identité et la structure chimique de la substance, ses 
propriétés physico-chimiques, le résultat de tout autre essai de toxi
cité réalisé in vivo ou in vitro sur la substance, les données toxico
logiques concernant des substances structurellement apparentées, 
ainsi que le ou les usages escomptés de la substance. Ces informa
tions sont nécessaires pour rassurer les personnes concernées quant à 
la pertinence de l'essai pour la protection de la santé humaine et elles 
seront utiles dans le choix de la dose initiale appropriée. 

1.2. DÉFINITIONS 

Toxicité orale aiguë: effets défavorables apparaissant après l'admi
nistration par voie orale d'une dose unique de substance ou de 
plusieurs doses données sur une période de 24 heures. 

Mort différée: l'animal ne meurt ni n'apparaît 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'expé
rience (par exemple mg/kg). 

SGH: système général harmonisé de classification et d'étiquetage. 
Une activité conjointe de l'OCDE (santé humaine et environnement), 
du comité d'experts sur le transport des matières dangereuses (pro
priétés physico-chimiques) et du BIT (communication des dangers) 
et coordonnée par l'IOMC (Interorganisation Program for the Sound 
Management of Chemicals). 

Mort imminente: il y a mort imminente lorsqu'on s'attend à 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)]. 

DL 50 (dose orale létale 50 %): dose unique d'une substance d'essai, 
obtenue par calcul statistique, susceptible d'entraîner la mort de 50 % 
des animaux lorsqu'elle est administrée par voie orale. La valeur de 
la DL 50 est exprimée en poids de la substance d'essai par unité de 
poids corporel de l'animal d'expérience (mg/kg). 

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

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

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

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

� arrêt de l'essai, 

� administration de la même dose à trois animaux supplémentaires, 

� administration de la dose immédiatement supérieure ou immédia
tement inférieure à trois animaux supplémentaires. 

Des détails concernant le mode opératoire sont décrits à 
l'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 DL 50 . 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

1.4.1. Choix de l'espèce animale 

Le rat est l'espèce préférée mais d'autres espèces de rongeurs peuvent 
être utilisées. Normalement, on utilise des femelles (9). L'étude de la 
littérature sur les essais traditionnels de DL 50 montre en effet qu'il y 
a peu de différence de sensibilité entre sexes et que, lorsqu'il y a des 
différences, les femelles sont en général légèrement plus sensibles 
(11). Si, toutefois, compte tenu des propriétés toxicologiques et toxi
cocinétiques de composés structurellement voisins, il apparaît que les 
mâles sont probablement plus sensibles, il convient d'employer des 
mâles. Dans ce cas, il faut fournir une justification adéquate. 

On utilise de jeunes animaux adultes sains, issus de souches couram
ment utilisées en laboratoire. Les femelles doivent être nullipares et 
non gravides. Au début de l'essai, chaque animal doit être âgé de 8 à 
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 être de 22 o C 
(± 3 o C). L'humidité relative doit atteindre au moins 30 % et rester 
de préférence inférieure à 70 %, mais en dehors des heures de 
nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir le taux d'humidité 
autour de 50 à 60 %. On appliquera un éclairage artificiel alternant 
12 heures de lumière et 12 heures d'obscurité. Pour l'alimentation des 
animaux, on peut utiliser la nourriture classique de laboratoire avec 
de l'eau potable à satiété. Les animaux peuvent être groupés par 
dose. Toutefois, le nombre d'animaux par cage ne doit pas faire 
obstacle à une observation précise de chaque animal. 
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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 accli
mater 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 à volume 
constant quelle que soit la dose testée, en faisant varier la concen
tration de la préparation. Lorsqu'un produit liquide ou un mélange 
font l'objet de l'essai, l'utilisation du produit non dilué, donc à 
concentration constante, peut être plus appropriée pour l'évaluation 
du risque de cette substance. Certaines autorités réglementaires l'exi
gent. Dans tous les cas, il ne faut pas dépasser le volume de dose 
maximal. Le volume maximal de liquide pouvant être administré en 
une seule fois dépend de la taille de l'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'uti
liser une solution aqueuse chaque fois que cela est possible, sinon on 
peut utiliser une solution dans de l'huile (par exemple de l'huile de 
mais) et éventuellement une solution dans d'autres véhicules. En ce 
qui concerne les véhicules non aqueux, leur toxicité doit être connue. 
Les doses doivent être préparées juste avant l'administration, sauf si 
la stabilité de la préparation pendant la durée de la période d'utili
sation est connue et jugée acceptable. 

1.5. MODE OPÉRATOIRE 

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 être fractionnée sur une période n'excédant pas 24 
heures. 

Les animaux doivent être à jeun avant l'administration de la subs
tance (on supprimera la nourriture, mais pas l'eau, pendant toute une 
nuit pour les rats et pendant 3 à 4 heures pour les souris). Après la 
période de jeûne, les animaux doivent être pesés; la substance d'essai 
leur est ensuite administrée. Après l'administration de la substance, 
les animaux peuvent être à nouveau privés de nourriture, pendant 3 à 
4 heures pour les rats et pendant 1 à 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'ali
menter et de faire boire les animaux. 

1.5.2. Nombre d'animaux et niveaux des doses 

Trois animaux sont utilisés à 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 à observer une mortalité chez les animaux traités. Les 
schémas de l'annexe 1 décrivent la marche à suivre pour chacune des 
doses initiales. En outre, l'annexe 4 propose une méthode de classi
fication selon le système communautaire en attendant la mise en 
place du nouveau SGH. 
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Lorsque certaines informations donnent à 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 à un essai 
limite. En l'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 à respecter entre l'administration de chaque 
niveau de dose dépend du moment où se manifestent les effets 
toxiques, de leur durée et de leur gravité. L'administration de la 
dose suivante doit être retardée jusqu'à ce que l'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 particulière, l'utilisation d'une 
dose maximale prédéterminée supplémentaire de 5 000 mg/kg peut 
être envisagée (voir annexe 2). Par souci de protection des animaux, 
l'essai de substances en catégorie 5 du SGH (2 000 - 5 000 mg/kg) 
est déconseillé et ne doit être envisagé que lorsqu'il est très probable 
qu'il donnera des résultats qui présenteront un intérêt direct pour la 
protection de la santé des hommes et des animaux ou de l'environ
nement. 

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 proba
blement pas toxique, c'est-à-dire que sa toxicité ne se manifeste 
qu'au-delà des doses limites réglementaires. Des informations concer
nant la toxicité de la substance d'essai peuvent être déduites des 
connaissances acquises sur des substances, produits ou mélanges 
similaires déjà testés, compte tenu de l'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 à une substance toxique, il faut effectuer l'essai 
principal. 

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

1.6. OBSERVATIONS 

Les animaux doivent être observés individuellement au moins une 
fois pendant les 30 premières minutes suivant l'administration de la 
substance et régulièrement pendant les premières 24 heures, avec une 
attention particulière au cours des 4 premières heures; l'observation 
doit ensuite être quotidienne, pendant 14 jours en tout, sauf dans le 
cas des animaux qui meurent en cours d'étude ou qui doivent être 
retirés de l'étude et euthanasiés pour leur épargner des souffrances 
excessives. Toutefois, la durée d'observation ne doit pas être fixée de 
manière rigide. Elle doit être fonction des réactions de toxicité, du 
moment où elles apparaissent et de la durée de la période de récu
pération. Elle peut donc être prolongée, si nécessaire. Les moments 
où apparaissent et disparaissent les signes de toxicité sont importants, 
particulièrement quand on constate un certain retard dans l'apparition 
de ces signes (12). Toutes les observations sont enregistrées de façon 
systématique, une fiche individuelle étant établie pour chaque 
animal. 
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D'autres observations peuvent s'avérer nécessaires lorsque les 
animaux continuent à manifester des signes de toxicité. Les obser
vations doivent porter sur les modifications de la peau, des poils, des 
yeux et des muqueuses, ainsi que de l'appareil respiratoire, du 
système circulatoire, du système nerveux central et autonome, de 
l'activité somato-motrice et du comportement. L'attention portera en 
particulier sur l'observation des diverses manifestations de tremble
ment, convulsion, salivation, diarrhée, léthargie, sommeil et coma. 
Les principes et critères résumés dans le document d'orientation sur 
les effets sur l'homme doivent être pris en considération (9). Les 
animaux moribonds et les animaux souffrant manifestement ou 
présentant des signes graves de détresse doivent être euthanasiés. 
Qu'il s'agisse d'animaux euthanasiés pour raisons éthiques ou d'ani
maux retrouvés morts, le moment de la mort doit être enregistré de 
façon aussi précise que possible. 

1.6.1. Poids corporel 

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

1.6.2. Pathologie 

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

2. RÉSULTATS 

Les résultats obtenus pour chaque animal doivent être présentés. 
Toutes les données doivent être 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 réver
sibilité éventuelle et les résultats de l'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 à 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: 

� espèce/souche utilisée, 
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� état microbiologique des animaux, s'il est connu, 

� nombre, âge et sexe des animaux (le cas échéant, justification du 
choix de mâles à la place de femelles), 

� origine, conditions d'hébergement, régime alimentaire, etc. 

Conditions de l'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 l'administration, 

� détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau (y compris le 
type de régime et sa provenance ainsi que celle de l'eau), 

� justification du choix de la dose initiale. 

Résultats: 

� tableau des réactions aux différentes doses pour chaque animal 
(c'est-à-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 de poids, 

� poids individuels des animaux le jour du traitement, et ensuite à 
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 l'autopsie et observations histo
pathologiques le cas échéant. 

Discussion et interprétation des résultats. 

Conclusions. 
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ANNEXE 1 

MARCHE À SUIVRE POUR CHACUNE DES DOSES INITIALES 

REMARQUES GÉNÉRALES 

Les divers schémas d'essai présentés dans la présente annexe indiquent la marche 
à 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 à 
suivre est indiquée par les flèches. 
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ANNEXE 1 A 

MODE OPÉRATOIRE POUR UNE DOSE INITIALE DE 5 MG/KG DE POIDS CORPOREL
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MODE OPÉRATOIRE POUR UNE DOSE INITIALE DE 50 MG/KG DE POIDS CORPOREL
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MODE OPÉRATOIRE POUR UNE DOSE INITIALE DE 300 MG/KG DE POIDS CORPOREL
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ANNEXE 1 D 

MODE OPÉRATOIRE POUR UNE DOSE INITIALE DE 2 000 MG/KG DE POIDS CORPOREL



ANNEXE 2 

CRITÈRES POUR LA CLASSIFICATION DE SUBSTANCES D'ESSAI 
DONT ON PRÉSUME QUE LA DL 50 EST SUPÉRIEURE À 2 000 

MG/KG, SANS RECOURIR À L'ESSAI 

Les critères pour la catégorie de danger 5 sont destinés à permettre l'identification 
de substances qui ont une toxicité aiguë relativement faible mais qui, dans 
certaines conditions, peuvent se révéler dangereuses pour des populations vulné
rables. Ces substances sont présumées avoir une DL 50 orale ou cutanée comprise 
dans la plage 2 000 - 5 000 mg/kg ou correspondant à des doses équivalentes par 
d'autres voies. Les substances d'essai devraient être classées dans la catégorie 
SGH de danger 5, définie par 2 000 mg/kg < DL 50 < 5 000 mg/kg, dans les cas 
suivants: 

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

b) lorsque l'on est déjà en possession de données fiables indiquant que la DL 50 
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 l'homme susci
tent de sérieuses inquiétudes pour la santé humaine; 

c) 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 l'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 l'existence de signes cliniques signi
ficatifs 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 l'existence d'informations fiables 
indiquant la possibilité d'effets aigus significatifs d'après les résultats des 
autres études sur animaux. 

ESSAIS À DOSES SUPÉRIEURES À 2 000 MG/KG 

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

Lorsqu'un essai à 5 000 mg/kg est nécessaire, une seule étape suffit (c'est-à-dire 
trois animaux). Si le premier animal traité meurt, l'essai se poursuit à 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 DL 50 est présumée supérieure à 5 000 mg/kg. Si les deux 
animaux meurent, l'essai se poursuit à la dose de 2 000 mg/kg. 
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ANNEXE 3 

MÉTHODE D'ESSAI B.1 tris Conseils pour une classification selon le système de l'UE en 
attendant la mise en place effective du système général harmonisé de classification (SGH) [voir 

référence (8)] 
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B.2. TOXICITÉ AIGUË PAR INHALATION 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d$essai est équivalente à la ligne directrice 403 (2009) 
de l$OCDE (1) pour les essais de produits chimiques. Une première ligne 
directrice 403 pour les essais de toxicité aiguë par inhalation a été adoptée 
en 1981. La présente méthode d$essai B.2 (équivalente à la ligne directrice 
403 révisée a été conçue afin d$offrir une plus grande souplesse, de réduire 
l$utilisation d$animaux et de répondre aux exigences règlementaires. Elle 
décrit deux types d$études: un protocole traditionnel de détermination de 
la CL 50 et un protocole «concentration × temps» (C × t). Les principales 
caractéristiques de cette ligne directrice tiennent au fait qu$elle permet d$ob
tenir une relation concentration-réponse pour les effets non létaux à létaux, 
afin d$en déduire une concentration létale médiane (CL 50 ), une concentration 
seuil non létale (comme la CL 01 ) et une pente, ainsi que de déterminer si un 
des sexes est plus sensible à la substance d$essai. Le protocole C × t est 
utilisé lorsque s$applique une réglementation particulière ou pour un besoin 
scientifique qui nécessite un essai sur des animaux pour plusieurs durées 
d$exposition différentes, par exemple à des fins d$aménagement du territoire 
ou de planification des interventions d$urgence: calcul des niveaux guides 
d$exposition aiguë, recommandations pour la planification des mesures d$ur
gence, niveaux seuil d$exposition aiguë, etc. 

2. On trouvera dans le document d$orientation n o 39 sur les essais de toxicité 
aiguë par inhalation (document d$orientation 39) des indications sur la 
conduite et l$interprétation des études liées à la présente méthode d$essai (2). 

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

4. La présente méthode d$essai permet de caractériser les substances d$essai, de 
les soumettre à une évaluation quantitative des risques, et de classer confor
mément au règlement (CE) n o 1272/2008 (3). Le document d$orientation 39 
(2) fournit des indications sur le choix de la méthode d$essai appropriée 
pour les essais de toxicité aiguë. Lorsque seules sont requises des informa
tions sur la classification et l$étiquetage, le chapitre B.52 de la présente 
annexe (4) est généralement recommandé [voir document d$orientation 39 
(2)]. La méthode d$essai B.2 n$est pas spécifiquement destinée à tester des 
matériaux spéciaux comme les substances isométriques ou fibreuses faible
ment solubles ou les nanomatériaux manufacturés. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

5. Avant d$entreprendre un essai conformément à la présente méthode d$essai, 
le laboratoire d$essai devra prendre en compte toutes les informations dispo
nibles sur la substance d$essai, y compris les études existantes [par exemple, 
le chapitre B.52 de la présente annexe (4)] dont les résultats éviteraient des 
essais supplémentaires, afin de recourir le moins possible aux animaux. 
Parmi les informations utiles pour la détermination de l$espèce, de la 
souche, du sexe, du mode d$exposition et des concentrations d$essai appro
priés, citons: l$identité, la structure chimique et les propriétés 
physico-chimiques de la substance d$essai, les résultats de tous les essais 
de toxicité in vitro ou in vivo auxquels elle a été soumise, son (ses) utili
sation(s) escomptée(s) et les risques d$exposition humaine, les 
données (Q)SAR disponibles et les données toxicologiques sur les subs
tances structurellement apparentées, voir document d$orientation 39 (2). 
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6. Il convient d$éviter autant que possible de tester des substances corrosives 
et/ou irritantes à des concentrations susceptibles d$engendrer une souffrance 
sévère et/ou une détresse. Pour déterminer s$il est possible de renoncer à des 
essais complémentaires, le potentiel de corrosion/d$irritation fait l$objet 
d$une évaluation reposant sur un jugement d$expert basé sur les éléments 
suivants: données expérimentales sur l$homme et l$animal (provenant, par 
exemple, d$essais à doses répétées réalisés à des concentrations non corro
sives ou irritantes), données in vitro existantes [par exemple chapitres B.40 
(5), B.40 bis (6) de la présente annexe, ou ligne directrice 435 de l$OCDE 
(7)], valeurs du pH, informations concernant des substances analogues ou 
toute autre donnée pertinente. À des fins règlementaires spécifiques (par 
exemple pour l$établissement de plans d$urgence), la présente méthode 
d$essai peut être utilisée pour exposer des animaux à ces substances car 
elle donne au directeur de l$étude ou à l$investigateur principal la maîtrise 
du choix des concentrations cibles. Celles-ci ne doivent cependant pas 
induire d$effets corrosifs/irritants importants, mais elles sont suffisantes 
pour prolonger la courbe de concentration-réponse jusqu$à des niveaux 
correspondant à l$objectif scientifique et règlementaire de l$essai. Ces 
concentrations sont choisies au cas par cas et une justification du choix 
des concentrations est apportée, voir document d$orientation 39 (2). 

PRINCIPE DE L$ESSAI 

7. La présente méthode d$essai B.2 révisée doit en principe permettre d$obtenir 
des informations suffisantes sur la toxicité aiguë d$une substance d$essai 
pour procéder à son classement, et fournir les données sur sa létalité néces
saires aux évaluations quantitatives des risques (CL 50 , CL 01 et pente, par 
exemple) pour l$un des sexes ou les deux. Cette méthode d$essai propose 
deux méthodes. La première suit un protocole traditionnel dans lequel des 
groupes d$animaux sont exposés à une concentration limite (essai limite) ou 
à une série de concentrations suivant un processus séquentiel pendant une 
durée prédéterminée de quatre heures en général. Des objectifs règlemen
taires spécifiques peuvent nécessiter de recourir à d$autres durées d$exposi
tion. La seconde méthode suit un protocole «concentration x temps» (C × t) 
dans lequel des groupes d$animaux sont exposés à une concentration 
(concentration limite) ou à une série de concentrations différentes sur des 
durées différentes. 

8. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou 
de détresse sévère et persistante sont euthanasiés. Ils sont pris en compte 
dans l$interprétation des résultats de l$essai au même titre que ceux qui 
succombent au cours de l$essai. Le document d$orientation n o 19 de 
l$OCDE sur les effets mesurés éthiquement acceptables détaille les critères 
orientant la décision d$euthanasier les animaux moribonds ou en grande 
souffrance, et aide à reconnaître une mort prévisible ou imminente (8). 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Choix des espèces animales 

9. Le choix s$orientera vers de jeunes rongeurs en bonne santé, de souches 
communément utilisées en laboratoire. Le rat étant l$espèce la plus utilisée, 
il faudra justifier l$emploi d$autres espèces. 

Préparation des animaux 

10. Les femelles sont nullipares et non gravides. Le jour de leur exposition, les 
animaux sélectionnés sont de jeunes adultes âgés de 8 à 12 semaines. Leur 
poids corporel n$excède pas, pour chaque sexe, ± 20 % du poids moyen des 
animaux du même âge précédemment exposés. Sélectionnés au hasard, les 
animaux sont marqués pour être identifiés individuellement. En vue de leur 
acclimatation aux conditions de laboratoire, ils sont conservés dans leur cage 
pour une période d$au minimum 5 jours avant le début de l$essai. Les 
animaux sont également acclimatés aux appareils d$essai, pendant une 
courte période précédant l$essai, afin d$atténuer le stress causé par leur 
introduction dans un nouvel environnement. 
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Conditions d"élevage des animaux 

11. La température du local expérimental où les animaux sont conservés est de 
22 ± 3 °C. Le taux d$humidité relative est idéalement maintenu entre 30 et 
70 %, encore qu$il ne soit pas toujours possible de le faire si l$eau est 
utilisée comme véhicule. Avant et après exposition, les animaux sont géné
ralement mis en cage en groupes par sexe et par concentration, mais le 
nombre d$animaux par cage ne doit pas faire obstacle à une observation 
précise de chaque animal, et ne doit engendrer qu$un minimum de pertes 
dues au cannibalisme et aux combats. Si les animaux sont exposés «nez 
seul», il peut être nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. 
Ceux-ci ne doivent pas provoquer chez les animaux de stress excessif, 
qu$il soit de nature physique, thermique ou dû à leur immobilisation. Les 
contraintes qu$ils subissent peuvent en effet modifier les paramètres physio
logiques mesurés de l$animal, comme sa température corporelle (hyperther
mie) et/ou son volume respiratoire par minute. Si l$on dispose de données 
génériques montrant que de telles modifications ne se produisent pas de 
façon appréciable, alors la période d$adaptation préalable aux tubes de 
contention n$est pas nécessaire. Les animaux exposés «corps entier» à un 
aérosol sont enfermés individuellement pendant l$exposition pour empêcher 
la filtration de l$aérosol d$essai par la fourrure des congénères. À l$exception 
des périodes d$exposition, le régime alimentaire des animaux est le régime 
classique et certifié de laboratoire, avec eau potable à satiété. L$éclairage est 
artificiel, la séquence d$éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 heures 
d$obscurité. 

Chambre d"inhalation 

12. Le choix de la chambre d$inhalation prend en compte la nature de la subs
tance d$essai et l$objet de l$essai. Le mode d$exposition «nez seul» (qui 
inclut les dispositifs «tête seule», «nez seul» et «museau seul») est privilé
gié. Le mode d$exposition «nez seul» est généralement choisi pour les 
études d$aérosols liquides ou solides et pour les vapeurs susceptibles de 
se condenser en aérosols. L$utilisation d$un mode d$exposition «corps 
entier» peut être préférable pour les besoins spécifiques de l$étude, mais 
cela est alors justifié dans le rapport d$étude. Pour assurer la stabilité de 
l$atmosphère d$une chambre d$exposition «corps entier», on veille à ce que 
le volume total des animaux d$expérience ne dépasse pas 5 % du volume de 
la chambre. Le document d$orientation 39 (2) décrit les principes des tech
niques d$exposition «corps entier» ou «nez seul», ainsi que leurs avantages 
et inconvénients spécifiques. 

CONDITIONS D$EXPOSITION 

Administration des concentrations 

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

14. Les animaux sont exposés à la substance d$essai présentée sous forme de 
gaz, de vapeur, d$aérosol ou sous une forme mixte. L$état physique à tester 
dépend des propriétés physico-chimiques de la substance, de la concentra
tion choisie, et/ou de la forme physique sous laquelle il est le plus probable 
qu$elle se présente lors de sa manipulation et de son utilisation. Les subs
tances d$essai chimiquement réactives ou hygroscopiques sont testées sous 
air sec. On prendra soin d$éviter les concentrations susceptibles de provo
quer une explosion. 
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Répartition granulométrique 

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

Préparation de la substance d"essai dans un véhicule 

16. Pour atteindre la concentration et la taille granulométrique appropriées de la 
substance d$essai, il est possible d$avoir recours à un véhicule; en règle 
générale, l$eau est choisie de préférence. Les substances particulaires 
peuvent être soumises à des procédés mécaniques afin d$atteindre la répar
tition granulométrique requise, mais un soin particulier devra être pris de ne 
pas décomposer ou altérer la substance d$essai. Lorsque les procédés méca
niques sont suspectés d$avoir altéré la composition de la substance d$essai 
(température extrême due aux frictions d$un broyage excessif, par exemple), 
la composition de la substance d$essai devra être vérifiée analytiquement. 
On prendra soin de ne pas contaminer la substance d$essai. Il n$est pas 
nécessaire de tester les substances granulaires non friables qui sont élaborées 
précisément pour ne pas être inhalables. Un test d$usure de surface est 
réalisé pour démontrer que la manipulation de la substance granulaire ne 
produit pas de particules respirables. Dans le cas contraire, un essai de 
toxicité par inhalation est réalisé. 

Animaux témoins 

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

CONTRÔLE DES CONDITIONS D$EXPOSITION 

Débit d"air dans la chambre d"exposition 

18. Le débit d$air dans la chambre est contrôlé avec soin, surveillé en continu et 
enregistré au moins toutes les heures pendant chaque exposition. Le suivi de 
la concentration de l$atmosphère d$essai (ou stabilité temporelle) constitue 
une mesure complète de tous les paramètres dynamiques et fournit un 
moyen indirect de contrôler tous les paramètres dynamiques pertinents de 
production de l$atmosphère d$essai. On prendra particulièrement soin 
d$éviter toute re-respiration dans les chambres d$exposition «nez seul» 
lorsque le débit d$air à travers le système d$exposition ne permet pas de 
produire une circulation dynamique de l$atmosphère contenant la substance 
d$essai. Des méthodologies sont prévues pour démontrer l$absence de 
re-respiration dans les conditions expérimentales choisies (2) (11). La 
concentration d$oxygène est d$au moins 19 % et celle de dioxyde de 
carbone ne dépasse pas 1 %. Si ces conditions ne peuvent être respectées, 
les concentrations d$oxygène et de dioxyde de carbone sont mesurées. 
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Température et humidité relative de la chambre d"exposition 

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

Substance d"essai: concentration nominale 

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

Substance d"essai: concentration réelle 

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

22. Un seul lot de la substance d$essai est utilisé, si possible, et l$échantillon est 
conservé dans des conditions préservant sa pureté, son homogénéité et sa 
stabilité. Avant le début de l$étude, il convient de réaliser une caractérisation 
de la substance d$essai afin de déterminer sa pureté et, si cela est techni
quement possible, son identité et les quantités de contaminants et d$impu
retés identifiés. Pour cela, on pourra recueillir les données suivantes: temps 
de rétention et surface relative du pic, poids moléculaire obtenu par spec
troscopie de masse ou chromatographie en phase gazeuse, ou autres estima
tions. Bien que le laboratoire d$essai ne soit pas responsable de l$identifi
cation de la substance d$essai, il peut, par prudence, confirmer au moins une 
partie des caractéristiques fournies par le donneur d$ordre (couleur, nature 
physique, etc.). 

23. L$atmosphère d$exposition est maintenue aussi constante que possible et 
suivie soit en continu, soit de façon intermittente suivant la méthode d$ana
lyse. Lorsque l$injection s$effectue de façon intermittente, les échantillons 
d$atmosphère de la chambre sont prélevés au moins deux fois sur une étude 
de quatre heures. En cas d$impossibilité en raison de débits d$air limités ou 
de faibles concentrations, le recueil d$un échantillon pour toute la période 
d$exposition est acceptable. Si des fluctuations nettes apparaissent d$un 
échantillon à un autre, on a recours à quatre échantillons par exposition 
pour les concentrations d$essai suivantes. Les écarts entre la concentration 
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dans chaque chambre et la concentration moyenne n$excèdent pas ± 10 % 
pour les gaz et vapeurs ou ± 20 % pour les aérosols liquides ou solides. Il 
convient de calculer et de noter le temps d$équilibre dans la chambre d$ex
position (t 95 ). La durée d$une exposition couvre le temps de production de la 
substance d$essai, y compris le temps nécessaire pour l$égalisation des 
concentrations dans la chambre d$exposition t 95 . Des indications pour l$es
timation de t 95 sont fournies dans le document d$orientation 39 (2). 

24. Pour des systèmes très complexes constitués de gaz ou vapeurs et d$aérosols 
(atmosphères de combustion ou substances d$essai propulsées à partir de 
produits/dispositifs spécialisés, par exemple), chaque phase peut se 
comporter différemment dans la chambre d$inhalation. Pour chacune des 
phases (gaz ou vapeur et aérosol), on choisit donc au moins une substance 
indicatrice (analyte), en général la substance active principale dans le 
mélange. Quand la substance d$essai est un mélange, la concentration analy
tique devra être indiquée pour le mélange et pas uniquement pour la subs
tance active ou le composant (analyte). Pour plus d$informations sur les 
concentrations réelles, se reporter au document d$orientation 39 (2). 

Substance d"essai: répartition granulométrique 

25. La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum 
deux fois pour chaque exposition de 4 heures à l$aide d$un impacteur en 
cascade ou d$un autre instrument, comme un spectromètre de mesure de la 
taille des particules aérodynamiques. Si les résultats obtenus avec l$impac
teur en cascade et l$autre instrument se révèlent équivalents, ce dernier peut 
être utilisé tout au long de l$étude. Pour confirmer la capacité de recueil des 
particules de l$outil principal, un second instrument devra être utilisé en 
parallèle, par exemple un filtre gravimétrique ou un barboteur à gaz/impac
teur. La concentration massique obtenue par l$analyse granulométrique se 
rapproche, dans des limites raisonnables, de celle obtenue par l$analyse sur 
filtre, voir document d$orientation 39 (2). Si cette équivalence est établie au 
début de la phase d$étude, il n$est pas nécessaire d$effectuer des mesures de 
confirmation dans la suite de l$étude. Pour le bien-être des animaux, il 
convient de réduire au minimum les données douteuses qui nécessiteraient 
de répéter une exposition. Une répartition granulométrique est effectuée dans 
le cas des vapeurs, s$il est possible qu$une condensation de la vapeur 
conduise à la formation d$un aérosol, ou si des particules sont détectées 
dans une atmosphère de vapeur susceptible de présenter des phases mixtes 
(voir paragraphe 15). 

MODE OPÉRATOIRE 

26. Les deux types d$études décrits ci-dessous sont le protocole traditionnel et le 
protocole C × t. Tous deux peuvent comprendre une étude préliminaire, une 
étude principale et/ou un essai limite (protocole traditionnel) ou un essai à 
une concentration limite (C × t). Si l$un des sexes est connu pour être plus 
sensible à la substance d$essai, le directeur de l$étude peut choisir de réaliser 
ces essais avec seulement des animaux de ce sexe. Si des espèces de 
rongeurs autres que le rat sont exposées «nez seul», il est possible d$ajuster 
la durée maximale d$exposition en fonction du stress propre à ces espèces. 
Avant le début de l$étude, toutes les données disponibles sont examinées 
afin de réduire l$usage des animaux. Par exemple, les données obtenues 
selon le chapitre B.52 de la présente annexe (4) peuvent supprimer la 
nécessité d$une étude préliminaire et aussi démontrer si l$un des sexes est 
plus sensible à la substance d$essai, voir document d$orientation 39 (2). 
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PROTOCOLE TRADITIONNEL 

Considérations générales sur le protocole traditionnel 

27. Dans une étude traditionnelle, des groupes d$animaux sont exposés à une 
substance d$essai pendant une période de temps fixée (généralement 4 
heures) dans une chambre d$exposition «nez seul» ou «corps entier». Les 
animaux sont exposés soit à une concentration limite (essai limite), soit à 
trois concentrations au minimum selon une procédure séquentielle (étude 
principale). Une étude préliminaire peut précéder l$étude principale, sauf 
s$il existe déjà des informations concernant la substance d$essai, provenant 
par exemple d$une étude précédente effectuée selon l$étude B.52, voir docu
ment d$orientation 39 (2). 

Étude préliminaire pour le protocole traditionnel 

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

Essai limite pour le protocole traditionnel 

29. L$essai limite est utilisé si l$on sait ou si l$on prévoit que la substance 
d$essai sera virtuellement non toxique, c'est-à-dire qu$elle ne suscitera une 
réponse de toxicité qu$au-delà de la concentration limite réglementaire. Dans 
un essai limite, un seul groupe de trois mâles et trois femelles est exposé à 
la substance d$essai à une concentration limite. Des informations sur la 
toxicité de la substance d$essai peuvent être tirées d$essais déjà pratiqués 
sur des substances analogues, en tenant compte de l$identité et du pourcen
tage des composants dont la toxicité est avérée. Si l$on manque d$informa
tions sur la toxicité de la substance d$essai, ou si l$on s$attend à ce qu$elle 
soit toxique, l$essai principal est réalisé. 

30. Le choix des concentrations limites dépend généralement des exigences 
règlementaires. Lorsqu$on applique le règlement (CE) n o 1272/2008, les 
concentrations limites pour les gaz, les vapeurs et les aérosols sont respec
tivement de 20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l (ou, à défaut, la concentration 
maximale pouvant être atteinte) (3). Il peut s$avérer techniquement difficile 
d$atteindre les concentrations limites de certaines substances d$essai, en 
particulier pour les vapeurs et les aérosols. Pour les essais d$aérosols, le 
principal objectif est d$atteindre une taille de particule qui soit respirable 
(c$est-à-dire d$un DAMM de 1 à 4 m), ce qui est possible avec la plupart 
des substances d$essai à des concentrations de 2 mg/l. Les essais sur des 
aérosols à des concentrations supérieures à 2 mg/l ne sont tentés que si l$on 
peut obtenir des particules de taille respirable, voir document d$orientation 
39 (2). Selon le règlement (CE) n o 1272/2008, il est déconseillé de réaliser 
des essais au-delà des concentrations limites pour des raisons de bien-être 
des animaux (3). Les essais aux concentrations limites ne sont envisagés que 
s$il est très probable que leurs résultats présenteront un intérêt direct pour la 
protection de la santé humaine (3), et une justification est fournie dans le 
rapport d$étude. En cas de substance potentiellement explosive, on prendra 
soin d$éviter les conditions susceptibles de provoquer une explosion. Afin 
d$éviter le recours inutile à des animaux, un essai sans animaux est effectué 
avant l$essai limite pour s$assurer qu$il est possible d$atteindre dans la 
chambre les conditions expérimentales d$un essai limite. 
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31. Si une mortalité ou un état moribond sont observés à la concentration limite, 
les résultats de l$essai limite peuvent servir d$étude préliminaire pour les 
essais suivants à d$autres concentrations (voir étude principale). Si la 
concentration limite est impossible à atteindre du fait des propriétés 
physiques ou chimiques de la substance d$essai, c$est la concentration maxi
male pouvant être atteinte qui devra être testée. Si la létalité à cette concen
tration est inférieure à 50 %, il n$y a pas lieu de poursuivre l$essai. Si la 
concentration limite n$a pas pu être atteinte, une explication, étayée par des 
données, est fournie dans le rapport d$étude. Si la concentration maximale 
pouvant être atteinte pour une vapeur ne provoque pas de toxicité, il peut 
être nécessaire de produire la substance d$essai sous la forme d$un aérosol 
liquide. 

Étude principale pour le protocole traditionnel 

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

PROTOCOLE «CONCENTRATION × TEMPS» (C × T) 

Considérations générales sur le protocole C × t 

33. Une étude séquentielle «concentration × temps» (C × t) peut constituer une 
alternative au protocole traditionnel lorsqu$il s$agit d$évaluer la toxicité par 
inhalation (12) (13) (14). Avec cette approche, les animaux sont exposés à 
la substance d$essai à plusieurs niveaux de concentration et pour des durées 
d$exposition variables. Tous les essais sont réalisés dans des chambres 
d$exposition «nez seul», les chambres «corps entier» ne se prêtant pas à 
ce protocole. Un exemple de procédure séquentielle illustrant ce protocole 
est présenté à l$appendice 1. Une analyse de simulation a montré que le 
protocole traditionnel et le protocole C × t étaient tous les deux capables de 
donner des valeurs fiables de la CL 50 , mais que le protocole C × t permettait 
en général d$obtenir des valeurs plus sûres pour la CL 01 et la CL 10 (15). 

34. Une analyse de simulation a démontré qu$il convient généralement d$utiliser 
deux animaux par intervalle de C × t (un animal de chaque sexe ou deux 
animaux du sexe le plus sensible) pour tester 4 concentrations et 5 durées 
d$exposition lors de l$étude principale. Le directeur de l$étude peut choisir, 
dans certaines circonstances, d$utiliser deux rats de chaque sexe par inter
valle de C × t (15), de manière à réduire le biais et la variabilité des 
estimations, augmenter le taux de succès de l$estimation et améliorer la 
couverture de l$intervalle de confiance. Cependant, en cas d$ajustement 
insuffisant aux données (en utilisant un animal par sexe ou deux animaux 
du sexe le plus sensible), une cinquième concentration d$exposition peut 
également suffire. Pour plus d$informations sur le nombre d$animaux et 
les concentrations à utiliser pour une étude C × t, se reporter au document 
d$orientation 39 (2). 
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Étude préliminaire pour le protocole C × t 

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

Concentration initiale pour le protocole C × t 

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

37. Le choix des concentrations limites dépend généralement des exigences 
règlementaires. Lorsqu$on applique le règlement (CE) n o 1272/2008, les 
concentrations limites pour les gaz, les vapeurs et les aérosols sont respec
tivement de 20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l (ou, à défaut, la concentration 
maximale pouvant être atteinte) (3). Il peut s$avérer techniquement difficile 
d$atteindre les concentrations limites de certaines substances d$essai, en 
particulier pour les vapeurs et les aérosols. Pour les essais d$aérosols, l$ob
jectif est d$atteindre une taille de particule qui soit respirable (c$est-à- dire 
un DAMM de 1 à 4 m), ce qui est possible avec la plupart des substances 
d$essai à des concentrations de 2 mg/l. Les essais sur des aérosols à des 
concentrations supérieures à 2 mg/l ne sont tentés que si l$on peut obtenir 
des particules de taille respirable, voir document d$orientation 39 (2). Selon 
le règlement (CE) n o 1272/2008, il est déconseillé de réaliser des essais 
au-delà des concentrations limites pour des raisons de bien-être des 
animaux (3). Les essais au-delà de la concentration limite ne sont envisagés 
que s$il est très probable que leurs résultats présenteront un intérêt direct 
pour la protection de la santé humaine (3), et une justification est alors 
fournie dans le rapport d$étude. En cas de substance potentiellement explo
sive, on prendra soin d$éviter les conditions susceptibles de provoquer une 
explosion. Afin d$éviter le recours inutile à des animaux, un essai sans 
animaux est effectué avant l$essai à la concentration initiale pour s$assurer 
qu$il est possible d$atteindre dans la chambre les conditions expérimentales 
d$un essai à cette concentration. 

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

39. La concentration initiale (session d$exposition I) (voir appendice 1) testée 
dans l$étude principale est soit une concentration limite, soit une concen
tration choisie par le directeur de l$étude sur la base d$une étude prélimi
naire. Si une mortalité a été observée pendant ou après la session I, l$ex
position minimale (C × t) qui a provoqué la mortalité sert de guide pour 
déterminer la concentration et les périodes d$exposition pour la session II. 
Chaque session d$exposition suivante dépendra de la session précédente 
(voir appendice 1). 

40. Pour de nombreuses substances d$essai, les résultats obtenus à la concen
tration initiale, plus ceux obtenus lors de trois sessions d$exposition supplé
mentaires sur une échelle de temps plus courte (la durée des périodes 
d$exposition successives suivant une progression géométrique de facteur 

2), sont suffisants pour établir la relation de mortalité C × t (15). Nonobs
tant, il peut être utile de recourir à une cinquième concentration d$exposition 
[voir appendice 1 et document d$orientation 39 (2)]. Pour le traitement 
mathématique des résultats concernant le protocole C × t, voir appendice 1. 

OBSERVATIONS 

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

42. Les observations quotidiennes portent notamment sur les modifications de la 
peau et des poils, des yeux et des muqueuses, mais aussi sur les change
ments affectant l$appareil respiratoire, le système circulatoire, les systèmes 
nerveux autonome et central, ainsi que l$activité somatomotrice et le 
comportement. Toute différentiation entre les effets locaux et systémiques 
est consignée autant que possible. Les tremblements, les convulsions, la 
salivation, les diarrhées, la léthargie, le sommeil et le coma doivent 
retenir l$attention. La mesure de la température rectale peut aider à mettre 
en évidence une bradypnée réflexe ou une hypo/hyperthermie liée au trai
tement ou au confinement. 

Poids corporel 

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

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 226



 

Pathologie 

44. Tous les animaux d$expérience, y compris ceux morts au cours de l$essai ou 
euthanasiés et écartés de l$étude pour des raisons de bien-être animal, subis
sent une autopsie macroscopique. Lorsqu$un animal est découvert mort et 
que son autopsie n$est pas réalisable immédiatement, l$animal est réfrigéré 
(mais non congelé) à une température suffisamment basse pour minimiser 
l$autolyse. Les autopsies sont réalisées le plus tôt possible, en général dans 
un délai d$un à deux jours. Tous les changements macropathologiques sont 
enregistrés pour chaque animal en prêtant particulièrement attention aux 
voies respiratoires. 

45. D$autres observations, ajoutées a priori à dessein, peuvent être envisagées 
afin d$élargir l$interprétation de l$étude, comme la mesure du poids pulmo
naire des rats survivants et/ou la mise en évidence d$une irritation par 
examen de l$appareil respiratoire au microscope. Peuvent aussi être 
examinés les organes montrant une pathologie macroscopique chez les 
animaux survivant au moins 24 heures, et ceux pour lesquels une réaction 
au traitement est connue ou attendue. Un examen microscopique de l$inté
gralité de l$appareil respiratoire peut fournir des informations utiles pour les 
substances d$essai réactives à l$eau, comme les acides et les substances 
hygroscopiques. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Résultats 

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

Rapport d"essai 

47. Le rapport d$essai contient, s$il y a lieu, les renseignements suivants: 

Animaux d!expérience et conditions d!élevage: 

� description des conditions d$encagement, y compris: nombre (ou évolu
tion du nombre) d$animaux par cage, matériel de litière, température 
ambiante et taux d$humidité relative, photopériode et identification du 
régime alimentaire, 

� espèces/souches utilisées et justification éventuelle de l$utilisation d$une 
espèce autre que le rat, 

� nombre, âge et sexe des animaux, 

� méthode de randomisation, 

� détails sur la qualité de la nourriture et de l$eau (notamment origine/type 
de régime alimentaire, origine de l$eau), 

� description d$un éventuel conditionnement préalable à l$essai, tel que 
régime alimentaire, quarantaine ou traitement de maladie. 
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Substance d!essai: 

� nature physique, pureté et, s$il y a lieu, propriétés physico-chimiques (y 
compris isomérisation), 

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

Véhicule: 

� justification de l$emploi d$un véhicule et justification de son choix (s$il 
ne s$agit pas de l$eau), 

� données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n$inter
fère pas avec les résultats de l$étude. 

Chambre d!inhalation: 

� description de la chambre d$inhalation avec ses dimensions et son 
volume, 

� source et description de l$équipement utilisé pour l$exposition des 
animaux et pour la production de l$atmosphère, 

� équipement utilisé pour mesurer la température, l$humidité, la granulo
métrie et la concentration réelle, 

� source de l$air, traitement de l$air fourni/évacué et système de climati
sation utilisé, 

� méthodes utilisées pour étalonner l$équipement afin d$assurer l$homogé
néité de l$atmosphère d$essai, 

� différence de pression (positive ou négative), 

� orifices d$exposition par chambre («nez seul») ou emplacement des 
animaux dans la chambre («corps entier»), 

� homogénéité/stabilité temporelle de l$atmosphère d$essai, 

� situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage 
de l$atmosphère d$essai dans la chambre d$exposition, 

� débits d$air, débit d$air par orifice d$exposition («nez seul») ou rapport 
du volume de l$animal à la chambre («corps entier»), 

� informations sur l$équipement utilisé, le cas échéant, pour mesurer l$oxy
gène et le dioxyde de carbone, 

� temps nécessaire pour atteindre l$équilibre dans la chambre d$exposition 
(t 95 ), 

� nombre de changements de volume par heure, 

� doseurs (s$il y en a). 

Données concernant l!exposition: 

� justification du choix de la concentration cible dans l$étude principale, 

� concentrations nominales (masse totale de la substance d$essai produite 
dans la chambre d$inhalation, divisée par le volume d$air traversant la 
chambre), 

� concentrations réelles de la substance d$essai obtenues dans la zone où 
respirent les animaux; pour les mélanges à tester produisant des formes 
physiques hétérogènes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des constituants 
peut être analysé séparément, 
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� toutes les concentrations atmosphériques sont rapportées en unités de 
masse (mg/l, mg/m 3 , etc.); les unités de volume (ppm, ppb, etc.) 
peuvent aussi être indiquées entre parenthèses; 

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

Conditions expérimentales: 

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

� description (si possible avec schéma) de l$équipement utilisé pour 
produire l$atmosphère d$essai et pour exposer les animaux à celle-ci, 

� détails sur la méthode de chimie analytique utilisée et la méthode de 
validation (notamment rendement de récupération de la substance d$essai 
à partir du milieu d$échantillonnage), 

� jutification du choix des concentrations d$essai. 

Résultats: 

� tableau présentant la température, le taux d$humidité et le débit d$air 
dans la chambre d$inhalation, 

� tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la 
chambre d$inhalation, 

� tableau de données sur la taille des particules, notamment données 
analytiques sur le prélèvement d$échantillons, la répartition granulomé
trique et les calculs du DAMM et de  g , 

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

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

� pour chaque animal, résultats de l$autopsie et observations histopatholo
giques disponibles, 

� estimations de la létalité (CL 50 , DL 01 par exemple), notamment limites 
de confiance à 95 % et pente (si elle est fournie par la méthode d$éva
luation), 

� relation statistique, y compris l$estimation du facteur n (pour le protocole 
C × t). Le nom du logiciel de statistiques utilisé est indiqué. 
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Discussion et interprétation des résultats: 

� un effort particulier est consacré à la description des méthodes utilisées 
pour répondre aux critères de la présente méthode d$essai, par exemple 
en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules, 

� la respirabilité des particules est abordée à la lumière des résultats d$en
semble, en particulier si les critères de taille des particules n$ont pu être 
remplis, 

� une explication est apportée s$il a fallu euthanasier des animaux qui 
souffraient ou montraient des signes de détresse sévère et persistante, 
en se basant sur les critères du document d$orientation de l$OCDE sur 
les effets mesurés éthiquement acceptables (8), 

� si un essai suivant le chapitre B.52 de la présente annexe (4) a dû être 
interrompu en faveur de la présente méthode d$essai B.2, les justifica
tions sont fournies, 

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

� la cause probable de la mort et le mode d$action prédominant (systé
mique ou local) sont abordés. 
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DÉFINITION 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 
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Appendice 1 

Protocole C × t 

1. Une étude séquentielle «Concentration × Temps» (C × t) peut constituer une 
alternative au protocole traditionnel lorsqu$il s$agit d$évaluer la toxicité par 
inhalation (12) (13) (14). Elle est privilégiée lorsqu$une réglementation 
particulière s$applique ou pour un besoin scientifique nécessitant des 
essais sur animaux portant sur des durées d$exposition multiples, par 
exemple à des fins d$établissement de plans d$intervention d$urgence ou 
d$aménagement du territoire. Cette approche débute en général avec un 
essai à la concentration limite (session d$exposition I) au cours duquel les 
animaux sont exposés à la substance d$essai pendant cinq périodes de durées 
différentes (15, 30, 60, 120 et 240 minutes par exemple) de façon à obtenir 
plusieurs durées d$exposition pour une même séance (voir figure 1). 
Lorsqu$on applique le règlement (CE) n o 1272/2008, les concentrations 
limites pour les gaz, les vapeurs et les aérosols sont respectivement de 
20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l. Ces niveaux ne peuvent être dépassés 
que s$il est indispensable de réaliser des essais à ces niveaux de concen
tration pour des raisons règlementaires ou scientifiques (voir le paragraphe 
37 de la méthode B.2). 

2. Si l$on manque d$informations sur la toxicité de la substance d$essai, une 
étude préliminaire peut être réalisée, au cours de laquelle des groupes d$au 
maximum 3 animaux par sexe sont exposés à des concentrations cibles 
sélectionnées par le directeur de l$étude, en général sur une durée de 240 
minutes. 

3. Si une concentration limite est testée lors de la session d$exposition I et que 
l$on observe une mortalité inférieure à 50 %, il n$est pas nécessaire d$ef
fectuer des essais supplémentaires. Si, pour des raisons règlementaires ou 
scientifiques, il est indispensable d$établir la relation concentration/temps/ 
réponse pour des niveaux plus élevés que la concentration limite indiquée, 
l$exposition suivante est réalisée, par exemple, au double de la concentration 
limite (c$est-à-dire 2L dans la figure 1). 

4. Si une toxicité est observée à la concentration limite, des essais supplémen
taires (étude principale) sont nécessaires. Ces expositions supplémentaires 
sont réalisées soit à des concentrations plus faibles (dans la figure 1: 
sessions d$exposition II, III ou IV$), soit à des concentrations plus fortes 
sur des durées plus courtes (dans la figure 1, session d$exposition IV) qui 
sont adaptées et moins espacées. 

5. L$essai (concentration initiale et concentrations supplémentaires) est réalisé 
avec l$animal de chaque sexe par point concentration/temps, ou avec 2 
animaux du sexe le plus sensible à la substance d$essai par 
point concentration/temps. Le directeur de l$étude peut choisir, dans 
certaines circonstances, d$utiliser 2 rats de chaque sexe par 
point concentration/temps, ou 4 animaux du sexe le plus sensible à la subs
tance d$essai par point concentration/temps (15). L$utilisation de 2 animaux 
par point concentration/temps réduit en général le biais et la variabilité des 
estimations, augmente le taux de succès de l$estimation et améliore la 
couverture de l$intervalle de confiance lié à ce protocole. Pour plus de 
détails, se reporter au document d$orientation 39 (2). 

6. Idéalement, chaque session d$exposition est exécutée sur une seule journée, 
ce qui donne la possibilité de retarder l$exposition suivante jusqu$à ce qu$on 
soit raisonnablement sûr de la survie des animaux, et permet au directeur de 
l$étude d$ajuster la concentration cible et les durées pour la prochaine séance 
d$exposition. Il est recommandé de commencer chaque séance d$exposition 
avec le groupe qui sera exposé le plus longtemps, 240 minutes par exemple, 
suivi du groupe qui sera exposé 120 minutes, et ainsi de suite. Si, par 
exemple, les animaux du groupe exposé 240 minutes meurent après 90 
minutes d$exposition ou montrent des signes importants de toxicité (par 
exemple, modifications considérables de la respiration, notamment diffi
cultés respiratoires), il est inutile d$exposer un groupe pendant 120 
minutes car la mortalité serait très vraisemblablement de 100 %. Le direc
teur de l$étude choisit alors des durées d$exposition plus courtes pour cette 
concentration (90, 65, 45, 33 et 25 minutes par exemple). 
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7. La concentration dans la chambre d$exposition est mesurée régulièrement 
pour déterminer la concentration moyenne pondérée en fonction du temps 
pour chaque durée d$exposition. Autant que possible, c$est l$heure de la 
mort de chaque animal qui est utilisée dans l$analyse statistique (et non la 
durée d$exposition). 

8. Il convient d$examiner les résultats des quatre premières sessions d$exposi
tion pour repérer les éventuelles données manquantes dans la courbe 
concentration-temps (voir figure 1). S$il manque effectivement des données, 
une exposition supplémentaire (5 e concentration) peut être réalisée. La 
concentration et les durées d$exposition de cette 5 e exposition sont choisies 
de manière à combler cette lacune. 

9. Toutes les sessions d$exposition (y compris la première) seront utilisées pour 
calculer la relation concentration-temps-réponse au moyen d$une analyse 
statistique (16). On utilisera si possible, pour chaque intervalle C × t, la 
concentration moyenne pondérée en fonction du temps et la durée d$expo
sition jusqu$à la mort (si celle-ci intervient durant l$exposition). 

Figure 1 

Illustration hypothétique d"une relation concentration-temps-mortalité chez 
des rats 

Symboles vides = survivants; symboles pleins = animaux morts 

Triangles = femelles; cercles = mâles 

Ligne pleine = valeurs de CL 50 (de 7,5 à 240 minutes) pour les mâles, n = 1 

Ligne tiretée = valeurs de CL 50 (de 7,5 à 240 minutes) pour les femelles, 
n = 1 

Lignes pointillées = valeurs de CL 50 hypothétique pour les mâles et les 
femelles si n avait été égal à 2 (12). 

Glossaire 

concentration limite. 

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

Session d"exposition I # Essai à la concentration limite (voir figure 1) 

� 1 animal/sexe par point concentration/temps; 10 animaux au total ( a ) 

� Concentration cible ( b ) = concentration limite 

� Exposer cinq groupes d$animaux à cette concentration cible pendant 
respectivement 15, 30, 60, 120 et 240 minutes. 

 

Session d"exposition II ( c ) # Étude principale 

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

� Exposer cinq groupes d$animaux à une concentration plus faible ( d ) 
(1/2L) pendant des durées légèrement plus longues (d$un facteur 2, 
voir figure 1). 

 

Session d"exposition III # Étude principale 

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

� Exposer cinq groupes d$animaux à une concentration plus faible ( d ) 
(1/4L) pendant des durées légèrement plus longues (d$un facteur 2, 
voir figure 1). 

 

Session d"exposition IV" # Étude principale 

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

� Exposer cinq groupes d$animaux à une concentration plus faible ( d ) 
(1/8L) pendant des durées légèrement plus longues (d$un facteur 2, 
voir figure 1). 

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

( b ) Lorsqu$on applique le règlement (CE) n o 1272/2008, les concentrations limites pour les 
gaz, les vapeurs et les aérosols sont respectivement de 20 000 ppm, 20 mg/l et 5 mg/l. Si 
l$on s$attend à une toxicité ou en raison des résultats de l$étude préliminaire, on choisit 
des concentrations de départ plus faibles. Pour des besoins règlementaires ou scienti
fiques, des concentrations plus fortes peuvent être utilisées. 

( c ) Idéalement, l$exposition des animaux au niveau de concentration suivant est retardée 
jusqu$à ce qu$on soit raisonnablement sûr que les animaux précédemment soumis au 
traitement ont survécu. Le directeur de l$étude peut alors ajuster la concentration cible et 
les durées pour la session d$exposition suivante. 

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



 

Session d"exposition IV # Étude principale 

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

� Exposer cinq groupes d$animaux à une concentration plus forte ( e ) (2L) 
pendant des durées légèrement plus longues (d$un facteur 2; voir figure 1). 

Traitement mathématique des résultats pour le protocole C × t 

11. Une procédure C × t constituée de 4 ou 5 concentrations d$exposition et de 
5 durées d$exposition génère respectivement 20 ou 25 points de données. 
Avec ces points de données, la relation C × t peut être calculée à l$aide 
d$une analyse statistique (16): 

Équation 1: 

ProbitðPÞ ¼ b 0 þ b 1 ln C þ b 2 ln t 

où C = concentration; t = durée d$exposition, ou 

Équation 2: 

Response ¼ &ðC 
n tÞ 

où n ¼ b 1=b 2: 

Avec l$équation 1, la valeur de la CL 50 peut être calculée pour une période 
de temps donnée (par exemple, 4 heures, 1 heure, 30 minutes ou n$importe 
quelle période de temps comprise dans la plage des périodes de temps 
testées) avec P = 5 (50 % de réponse). À noter que la règle de Haber ne 
s$applique que lorsque n = 1. La CL 01 est calculée avec P = 2,67. 
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( e ) Dans certains cas, il peut être nécessaire d$augmenter la concentration (2L) sur une 
échelle de temps plus courte, les périodes d$exposition étant réparties selon une progres
sion géométrique de facteur 1,4 ( 2) centrée sur le temps correspondant au niveau de 
dose létale minimale observé lors de la première exposition. La durée minimale d$expo
sition est de préférence supérieure à 5 minutes et la durée maximale d$exposition ne 
dépasse pas 8 heures.



 

B.3. TOXICITÉ AIGUË (CUTANÉE) 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Voir introduction générale, partie B (point A). 

1.2. DÉFINITIONS 

Voir introduction générale, partie B (point B). 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Aucune. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Des doses croissantes de la substance à tester sont appliquées sur la 
peau à plusieurs lots d'animaux d'expérience, une seule dose étant 
utilisée par lot. On observe ensuite les effets et la mortalité. Les 
animaux qui meurent pendant l'essai sont autopsiés ainsi que ceux 
qui survivent à la fin de l'expérience. 

Si des animaux montrent des signes de détresse et de douleur 
intenses et durables, il peut être nécessaire de les euthanasier; il 
n'y a pas lieu d'effectuer l'essai lorsque l'on sait que l'administration 
de la substance à étudier entraîne une détresse ou des douleurs 
intenses du fait de ses propriétés corrosives ou irritantes. 

1.5. CRITÈRE DE QUALITÉ 

Néant. 

1.6. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.6.1. Préparation 

Les animaux sont maintenus dans des conditions d'hébergement et 
d'alimentation propres à l'expérience au minimum pendant les 5 jours 
qui la précèdent. Avant l'expérience, des animaux adultes jeunes et 
sains sont distribués selon les règles du hasard dans les différents lots 
d'expérience. Vingt-quatre heures environ avant l'épreuve, on tond ou 
l'on rase les poils de la région dorsale du tronc des animaux en 
évitant toute lésion de la peau susceptible de modifier sa perméabi
lité. La surface à préparer pour l'application de la substance ne doit 
pas être inférieure à 10 % de la surface corporelle. Lorsque le test 
concerne des substances solides qui, le cas échéant, peuvent être 
pulvérisées, la substance à tester doit être suffisamment humectée 
au moyen d'eau ou, au besoin, d'un véhicule approprié, de manière 
à assurer un bon contact avec la peau. Si l'on utilise un véhicule, son 
influence sur la pénétration de la substance dans la peau doit être 
prise en considération. Les substances liquides sont généralement 
appliquées non diluées. 

1.6.2. Conditions de l'essai 

1.6.2.1. Animaux d'expérience 

On peut utiliser des rats ou des lapins adultes. On peut également 
utiliser d'autres espèces, mais il faut dans ce cas en justifier l'utili
sation. Il faut utiliser des souches courantes d'animaux de laboratoire. 
Pour chaque sexe, au début de l'essai, l'intervalle de variation du 
poids des animaux utilisés ne doit pas excéder ± 20 % de la 
valeur moyenne requise. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 236



 

1.6.2.2. Nombre et sexe 

Cinq animaux au moins sont utilisés pour chaque dose. Ils doivent 
être de même sexe. Si l'on utilise des femelles, elles doivent être 
nullipares et non gravides. Si l'on dispose d'informations qui 
montrent qu'un sexe est nettement plus sensible, les essais seront 
pratiqués sur des animaux de ce sexe. 

Note: Il faut essayer d'utiliser un nombre plus restreint d'animaux 
lorsque les tests de toxicité aiguë sont effectués sur des animaux 
appartenant à un ordre plus élevé que celui des rongeurs. Les 
doses doivent être soigneusement choisies, en s'efforçant au 
maximum de ne pas dépasser des doses modérément toxiques. Il 
faut éviter dans ce type d'essais d'administrer des doses létales de 
la substance à tester. 

1.6.2.3. Doses 

Les doses doivent être en nombre suffisant, au moins trois, et 
espacées de manière à produire des lots présentant une gamme 
d'effets toxiques et de taux de mortalité. Tout effet irritant ou 
corrosif doit être pris en considération lors du choix des doses. 
Les données doivent être suffisantes pour permettre de tracer une 
courbe doses/réponses et, si possible, permettre une détermination 
acceptable de la DL 50 . 

1.6.2.4. Essai de limite 

Un essai de limite peut être effectué en administrant une dose au 
moins égale à 2 000 mg/kg de poids corporel à un lot de 5 mâles et 
5 femelles, en suivant le mode opératoire décrit ci-après. Si l'on 
observe une mortalité due à la substance, il peut être nécessaire de 
réaliser une étude complète. 

1.6.2.5. Période d'observation 

La période d'observation doit s'étendre au moins sur 14 jours. Cepen
dant, sa durée ne doit pas être limitée de façon rigide. Elle doit être 
déterminée en fonction des réactions de toxicité, de leur vitesse 
d'apparition et de la durée de la période de récupération; elle peut 
donc être prolongée en cas de besoin. Le moment où les signes de 
toxicité apparaissent et disparaissent, leur durée ainsi que le moment 
de la mort sont importants, surtout en cas de tendance à une morta
lité retardée. 

1.6.3. Mode opératoire 

Les animaux doivent être placés dans des cages individuelles. La 
substance d'essai doit être appliquée uniformément sur une surface 
à peu près égale à 10 % de la surface totale du corps. Dans le cas de 
substances hautement toxiques, la surface traitée peut être moindre, 
mais la substance d'essai doit être appliquée de manière à former un 
film aussi mince et uniforme que possible. 

Les substances d'essai doivent être maintenues en contact avec la 
peau au moyen d'un pansement de gaze poreux et d'un sparadrap non 
irritant pendant une période de 24 heures. La partie traitée doit, en 
outre, être convenablement couverte, de manière à maintenir en place 
le pansement de gaze et la substance d'essai et à éviter que les 
animaux puissent ingérer cette dernière. On peut utiliser des appa
reils de contention pour empêcher les animaux d'ingérer la substance 
d'essai mais une immobilisation complète n'est pas recommandée. 
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À la fin de la période d'application, la substance d'essai résiduelle 
doit être éliminée, si possible, avec de l'eau, ou au moyen d'un autre 
procédé de nettoyage de la peau. 

Les observations doivent être consignées systématiquement au fur et 
à mesure qu'elles sont effectuées, en établissant une fiche indivi
duelle pour chaque animal. Les animaux doivent être observés 
fréquemment le premier jour. Un examen clinique attentif doit être 
pratiqué au moins une fois par jour ouvrable, d'autres observations 
doivent être faites quotidiennement, en prenant des mesures de façon 
à réduire le nombre d'animaux perdus pour l'étude, par exemple 
autopsie ou conservation au froid des animaux trouvés morts, ainsi 
qu'en isolant et sacrifiant les animaux faibles ou moribonds. 

Les observations doivent concerner les modifications des poils, de la 
peau traitée, des yeux, des muqueuses ainsi que de l'appareil respira
toire, du système circulatoire ainsi que des systèmes nerveux auto
nome et central, et enfin de l'activité somato-motrice et du compor
tement. Une attention particulière sera apportée aux tremblements, 
convulsions, salivation, diarrhées, léthargie, sommeil et coma. Le 
moment de la mort doit être enregistré avec autant de précision 
que possible. Les animaux qui meurent pendant l'expérience et 
ceux qui survivent à la fin de l'expérience sont autopsiés. Toutes 
les modifications pathologiques macroscopiques doivent être enregis
trées. Si nécessaire, des tissus doivent être prélevés pour un examen 
histopathologique. 

Estimation de la toxicité pour l'autre sexe 

Après avoir mené à terme l'étude portant sur des animaux apparte
nant à un sexe, la substance est administrée au moins à un lot de 5 
animaux de l'autre sexe, afin de déterminer si les animaux de ce sexe 
ne sont pas nettement plus sensibles à la substance à tester. L'utili
sation d'un plus petit nombre d'animaux peut être justifiée dans des 
circonstances particulières. Si l'on dispose d'informations appropriées 
qui montrent que les animaux du sexe testé sont considérablement 
plus sensibles, on peut se dispenser d'effectuer des essais sur les 
animaux de l'autre sexe. 

2. DONNÉES 

Les données doivent être récapitulées sous forme de tableaux 
indiquant, pour chaque lot d'expérience, le nombre d'animaux au 
début de l'essai, le moment de la mort de chaque animal, le 
nombre d'animaux présentant d'autres signes d'intoxication, la 
description des effets toxiques et les résultats de l'autopsie. Le 
poids de chaque animal doit être déterminé et noté peu de 
temps avant l'application de la substance d'essai, puis une fois 
par semaine et au moment de la mort; les modifications du 
poids doivent être calculées et enregistrées lorsque la survie 
dépasse une journée. Les animaux qui sont euthanasiés à cause 
des souffrances et de l'inconfort dus à la substance sont enregistrés 
comme s'ils étaient morts du fait du composé étudié. La DL 50 doit 
être déterminée par application d'une méthode reconnue. 

L'évaluation des données doit inclure une évaluation de la relation, si 
elle existe, entre l'exposition des animaux à la substance à tester et 
l'apparition ainsi que la sévérité de toutes les anomalies, y compris 
les anomalies de comportement et les anomalies cliniques, les lésions 
macroscopiques, les modifications de poids corporel, la mortalité et 
tout autre effet toxique éventuel. 

3. RÉSULTATS 

3.1. PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra, si possible, les renseignements 
suivants: 
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� espèce, souche, origine, conditions ambiantes, régime alimen
taire, etc., 

� conditions expérimentales (y compris le procédé de nettoyage de 
la peau et le type de pansement: occlusif ou non), 

� doses (avec indication du véhicule le cas échéant, et des concen
trations), 

� sexe des animaux sur lesquels l'essai a été réalisé, 

� tableau de données de réponses par sexe et par dose (à savoir 
nombre d'animaux morts ou sacrifiés au cours de l'essai, nombre 
d'animaux présentant des symptômes d'intoxication, nombre 
d'animaux exposés), 

� moment de la mort après administration, raisons et critères justi
fiant l'euthanasie des animaux, 

� toutes les observations, 

� valeur de la DL 50 pour le sexe soumis à une étude complète, 
déterminée à 14 jours (en précisant la méthode de calcul), 

� intervalle de confiance de 95 % pour la DL 50 , lorsque le calcul 
est possible, 

� courbe dose/mortalité et pente de cette courbe (lorsque la 
méthode de calcul le permet), 

� résultats d'autopsie, 

� toutes les constatations histopathologiques, 

� résultats de tout essai réalisé sur l'autre sexe, 

� discussion des résultats (en tenant compte, en particulier, de 
l'effet que peuvent avoir sur la valeur de la DL 50 calculée les 
animaux euthanasiés au cours de l'essai), 

� interprétation des résultats. 

3.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

Voir introduction générale, partie B (point D). 

4. RÉFÉRENCES 

Voir introduction générale, partie B (point E). 
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B.4. TOXICITÉ AIGUË: IRRITATION/CORROSION CUTANÉE 

1. MÉTHODE 

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

1.1. INTRODUCTION 

La mise à jour de cette méthode a porté plus particulièrement sur les 
possibilités d'améliorer le traitement des animaux de laboratoire et 
sur l'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 déjà disponibles avant de procéder à l'essai in 
vivo de corrosion/irritation décrit ci-après. Les données manquantes 
pourront être 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 plutôt que simultanée des 
trois timbres sur l'animal dans l'essai in vivo initial. 

Pour assurer à la fois la fiabilité des résultats scientifiques et le bien- 
être animal, on ne procédera pas aux essais in vivo tant que la valeur 
probante de toutes les données relatives au caractère 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 à 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 déjà livré suffisamment d'infor
mations quant à 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 l'annexe de la présente méthode. Cette 
démarche, élaborée au cours d'un atelier de l'OCDE (6) et recom
mandée à l'unanimité par les participants à cet atelier, a été adoptée à 
titre de recommandation dans le cadre du Globally Harmonized 
System for the Classification of Chemical Substances (GHS) (sys
tème de classification des substances chimiques harmonisé à 
l'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 à ces 
dernières en appliquant cette stratégie. Le choix d'une autre 
démarche expérimentale ou la décision de ne pas procéder par 
étapes doivent être 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). 
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1.2. DÉFINITIONS 

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

La corrosion cutanée désigne la survenue de lésions cutanées irré
versibles, et plus précisément d'une nécrose visible à travers l'épi
derme et dans le derme, à la suite de l'application d'une substance 
d'essai durant une période de quatre heures au maximum. La corro
sion cutanée se manifeste par des ulcères, des saignements, des 
croûtes saignantes et, au terme de la période d'observation de 14 
jours, par une décoloration due au pâlissement de la peau, des 
zones d'alopécie totale et des escarres. Un examen histopathologique 
sera envisagé en cas de lésions douteuses. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Une seule dose de la substance d'essai est appliquée sur la peau 
de l'animal choisi pour l'expérience, les zones non traitées de la 
peau de l'animal servant de témoin. L'expérimentateur observe et 
note selon une échelle de valeurs le degré d'irritation ou de corro
sion à intervalles déterminés, et le décrit de façon plus détaillée 
afin de fournir une évaluation complète des effets. La durée de 
l'étude doit être suffisante pour permettre d'évaluer la réversibilité 
des effets observés. 

Les animaux qui manifestent des signes persistants de détresse et/ou 
de douleur aiguës à n'importe quel stade de l'essai doivent être 
euthanasiés, et ces symptômes seront pris en compte dans l'évalua
tion de la substance. Les critères 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 MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Préparation de l'essai in vivo 

1.4.1.1. Sélection de l'espèce animale 

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

1.4.1.2. Préparation des animaux 

Environ 24 heures avant l'essai, la région dorsale du tronc des 
animaux sera tondue à 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 phénomène est plus marqué à certaines périodes de 
l'année. Ces plages à forte pilosité ne doivent pas recevoir la subs
tance d'essai. 

1.4.1.3. Conditions d'hébergement et d'alimentation 

Les animaux sont placés dans des cages individuelles. La tempéra
ture du local expérimental est réglée à 20 o C (± 3 o C) pour les lapins. 
L'humidité relative doit atteindre au moins 30 % et rester de préfé
rence inférieure à 70 %, mais en dehors des heures de nettoyage du 
local, on s'efforcera de maintenir le taux d'humidité autour de 50 à 
60 %. On appliquera un éclairage artificiel, alternant 12 heures de 
lumière et 12 heures d'obscurité. Les lapins seront nourris avec un 
mélange classique pour animaux de laboratoire et boiront de l'eau 
potable à volonté. 
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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 2 ) de la peau et recouverte par une compresse de gaze, main
tenue en place à l'aide d'un sparadrap non irritant. Si l'application 
directe est impossible (dans le cas de liquides ou de certaines pâtes, 
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 être maintenue en contact souple avec la peau à 
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 être 
fixée sur la peau de façon que la substance y soit répartie uniformé
ment et entre bien en contact avec celle-ci. On fera en sorte que 
l'animal n'ait pas accès à la compresse et ne puisse ingérer ou inhaler 
la substance d'essai. 

Les substances liquides sont généralement testées à l'état non dilué. 
Si la substance d'essai est solide (elle peut être pulvérisée si néces
saire), il y a lieu de l'humidifier avec la plus petite quantité d'eau (ou 
au besoin avec un autre véhicule approprié) nécessaire à assurer un 
bon contact avec la peau. Lorsqu'on utilise un véhicule autre que 
l'eau, l'influence éventuelle du véhicule sur l'irritation de la peau par 
la substance d'essai doit être minimale. 

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

1.4.2.2. Dose 

Une dose de 0,5 ml de liquide ou de 0,5 g de solide ou de pâte est 
appliquée sur la plage à tester. 

1.4.2.3. Essai initial (essai d'irritation/corrosion cutanée in vivo sur un seul 
animal) 

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

Dès lors qu'une substance est jugée corrosive d'après l'analyse de la 
valeur probante des résultats, tout essai sur animal s'avère superflu. 
Pour la plupart des substances risquant d'être corrosives, il n'est 
généralement pas nécessaire de procéder à un essai in vivo. Toute
fois, si l'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-après. Jusqu'à trois timbres d'essai 
sont appliqués successivement sur l'animal. Le premier timbre est 
enlevé après trois minutes. Si aucune réaction cutanée grave n'est 
constatée, un deuxième timbre est appliqué et retiré après une heure. 
Si les observations effectuées à ce stade indiquent que l'exposition 
peut être étendue à quatre heures sans que cela fasse trop souffrir 
l'animal, l'expérimentateur appliquera un troisième timbre durant 
quatre heures et attribuera une cote à la réaction. 

Si un effet corrosif est détecté à l'issue d'une des trois expositions 
séquentielles, l'essai s'achève immédiatement. Si aucun effet corrosif 
n'est relevé après l'enlèvement du troisième timbre, l'animal est gardé 
en observation durant 14 jours, à moins qu'un effet corrosif se 
déclare avant. 
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Dans les cas où l'on s'attend à ce que la substance d'essai soit peut- 
être 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 l'essai initial ne révèle aucun effet corrosif, il convient de 
confirmer la réaction irritante ou négative sur deux animaux supplé
mentaires, traités chacun avec un timbre maintenu durant quatre 
heures. Si l'essai initial produit un effet irritant, l'essai confirmatoire 
peut être conduit en mode séquentiel ou par l'exposition simultanée 
de deux animaux supplémentaires. Au cas exceptionnel où l'essai 
initial ne serait pas pratiqué, deux ou trois animaux peuvent être 
traités au moyen d'un seul timbre appliqué durant quatre heures. Si 
l'on utilise deux animaux et qu'ils expriment la même réaction, il 
n'est pas nécessaire de poursuivre l'essai. Dans le cas contraire, le 
troisième animal est également testé. L'utilisation d'animaux supplé
mentaires pourra être requise si les réactions sont équivoques. 

1.4.2.5. Période d'observation 

La durée de la période d'observation devrait être suffisante pour 
permettre d'évaluer complètement la réversibilité des effets observés. 
Il faudra cependant mettre fin à l'expérience dès que l'animal montre 
des signes persistants de douleur ou de détresse aiguës. La réversi
bilité des effets est déterminée par l'observation des animaux sur une 
période s'étendant jusqu'à 14 jours après l'enlèvement des timbres. Si 
la réaction s'avère réversible avant le quatorzième jour, l'expérience 
s'achève à ce moment-là. 

1.4.2.6. Observations cliniques et cotation des réactions cutanées 

L'observation des signes d'érythème et d'#dème chez tous les 
animaux et la cotation des réactions s'effectuent au bout de 
60 minutes et ensuite 24, 48 et 72 heures après l'enlèvement du 
timbre. S'agissant de l'animal du test initial, la plage soumise à 
l'épreuve est aussi examinée immédiatement après l'enlèvement du 
timbre. Les réactions cutanées sont cotées et consignées conformé
ment à l'échelle figurant dans le tableau ci-après. Si la peau présente 
des lésions qui ne caractérisent pas une irritation ou une corrosion 
après 72 heures, il pourra être nécessaire d'observer l'animal jusqu'au 
quatorzième jour afin de déterminer la réversibilité des effets. En 
plus de l'observation de l'irritation, tous les effets toxiques locaux, 
tels qu'un dessèchement 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 être relevés et décrits en 
détail. L'examen histopathologiques est à envisager en cas de réac
tions équivoques. 

La cotation des réactions cutanées est forcément subjective. L'har
monisation de la cotation des réactions cutanées et l'appui aux labo
ratoires d'essai ainsi qu'au personnel chargé d'effectuer et d'inter
préter les observations passent par une formation adéquate des expé
rimentateurs au système de cotation utilisé (voir tableau ci-après). Un 
manuel illustré sur la cotation de l'irritation cutanée et d'autres 
lésions pourrait être utile (9). La cotation des réactions cutanées 
devrait faire l'objet d'une évaluation à l'aveugle. 

2. RÉSULTATS 

2.1. PRÉSENTATION DES RÉSULTATS 

Les résultats de l'étude devraient être récapitulés dans un tableau 
joint au rapport d'essai final et couvrir tous les aspects énumérés 
au paragraphe 3.1. 
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2.2. ÉVALUATION DES RÉSULTATS 

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

L'évaluation des réactions d'irritation doit tenir compte de la réver
sibilité des lésions cutanées. Si des réactions, telles qu'une alopécie 
(sur une aire limitée), une hyperkératose, une hyperplasie et une 
desquamation, persistent jusqu'à 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 l'essai in vivo: analyse de la valeur probante des 
résultats disponibles avant l'essai, notamment des résultats de la 
démarche expérimentale séquentielle: 

� description des données pertinentes livrées par des essais précé
dents, 

� données obtenues à 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 l'étude in vivo après 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: 

� espèce/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 à la fin de l'essai, 

� âge des animaux au début de l'essai, 

� source des animaux, conditions d'encagement, régime alimen
taire, etc. 
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Conditions expérimentales: 

� technique de préparation du site d'application, 

� détails concernant la composition du timbre et la technique d'ap
plication de ce dernier, 

� détails sur la préparation, l'application et l'enlèvement de la subs
tance d'essai. 

Résultats: 

� tableau faisant apparaître, pour chaque animal et à chaque relevé, 
les cotes attribuées aux réactions d'irritation/corrosion observées, 

� description de toutes les lésions 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 
dessèchement de la peau) et des effets systémiques. 

Discussion des résultats 

4. BIBLIOGRAPHIE 

(1) Barratt, M.D., Castell, J.V., Chamberlain, M., Combes, R.D., 
Dearden, J.C., Fentem, J.H., Gerner, I., Giuliani, A., Gray, 
T.J.B., Livingston, D.J., Provan, W.M., Rutten, F.A.J.J.L., 
Verhaar, H.J.M., Zbinden, P. (1995) The Integrated Use of 
Alternative Approaches for Predicting Toxic Hazard. 
ECVAM Workshop Report 8. ATLA 23, p. 410-429. 

(2) Young, J.R., How, M.J., Walker, A.P., Worth, W.M.H. (1988) 
Classification as Corrosive or Irritant to Skin of Preparations 
Containing Acidic or Alkaline Substance Without Testing on 
Animals. Toxicol. In Vitro, 2, p. 19-26. 

(3) Worth, A.P., Fentem, J.H., Balls, M., Botham, P.A., Curren, 
R.D., Earl, L.K., Esdaile, D.J., Liebsch, M. (1998) Evaluation 
of the proposed OECD Testing Strategy for skin corrosion. 
ATLA 26, p. 709-720. 

(4) ECETOC (1990) Monograph No 15, «Skin Irritation», Euro
pean Chemical Industry, Ecology and Toxicology Centre, 
Brussels. 

(5) Fentem, J.H., Archer, G.E.B., Balls, M., Botham, P.A., Curren, 
R.D., Earl, L.K., Esdaile, D.J., Holzhutter, H.G. and Liebsch, 
M. (1998) The ECVAM international validation study on in 
vitro tests for skin corrosivity. 2. Results and evaluation by the 
Management Team. Toxicology in Vitro 12, p. 483-524. 

(5a) Méthode d'essai B.40. Corrosion cutanée. 

(6) OECD (1996) OECD Test Guidelines Programme: Final 
Report of the OECD Workshop on Harmonization of Valida
tion and Acceptance Criteria for Alternative Toxicological Test 
Methods. Held in Solna, Sweden, 22 - 24 January 1996 (http:// 
wwwl.oecd.org/ehs/test/background.htm). 

(7) OECD (1998) Harmonized Integrated Hazard Classification 
System for Human Health and Environmental Effects of 
Chemical Substances, as endorsed by the 28th Joint Meeting 
of the Chemicals Committee and the Working Party on Chemi
cals, November 1998 (http://wwwl.oecd.org/ehs/Class/ 
HCL6.htm). 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 245



 

(8) OECD (2000). Guidance Document on the Recognition, 
Assessment and Use of Clinical Signs as Humane Endpoints 
for Experimental Animals Used in Safety Evaluation. OECD 
Environmental Health and Safety Publications. Series on 
Testing and Assessment No 19 (http://wwwl.oecd.org/ehs/test/ 
monos.htm). 

(9) EPA (1990). Atlas of Dermal Lesions, (20T-2004). United 
States Environmental Protection Agency, Office of Pesticides 
and Toxic Substances, Washington, DC, August 1990. 

[peut être obtenu sur demande auprès du secrétariat de 
l'OCDE]. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 246



 

Tableau I 

COTATION DES RÉACTIONS CUTANÉES 

Formation d'érythème et d'escarres 

Pas d'érythème . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 

Érythème très léger (à peine perceptible) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

Érythème bien défini . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2 

Érythème modéré à grave . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 

Érythème grave (rouge violacé) à formation d'escarres empêchant la 
cotation de l'érythème . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 

Maximum possible: 4 

Formation d'$dème 

Pas d'#dème . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 0 

!dème très léger (à peine perceptible) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1 

!dème léger (pourtour de la zone #démateuse bien délimité par une 
enflure nette) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 

2 

!dème modéré (enflure d'environ 1 mm) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 3 

!dème grave (enflure de plus de 1 mm s'étendant au-delà de l'aire 
exposée) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4 

Maximum possible: 4 

Un examen histopathologique pourra être réalisé en cas de réaction équivoque. 
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ANNEXE 

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

CONSIDÉRATIONS GÉNÉRALES 

Pour concilier la fiabilité des résultats scientifiques et le bien-être 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 à l'éventuel pouvoir corrosif/irritant d'une subs
tance sur la peau. Il se peut que les données disponibles suffisent à classer une 
substance d'essai quant à son pouvoir irritant ou corrosif, sans qu'il soit néces
saire d'effectuer des essais sur animaux. Ainsi, le recours à une analyse de la 
valeur probante des résultats et l'adoption d'une démarche expérimentale séquen
tielle limiteront au maximum la nécessité de pratiquer des essais in vivo, surtout 
lorsqu'il est probable que la substance va engendrer de graves effets. 

Il est recommandé d'évaluer les informations existantes concernant le pouvoir irri
tant ou corrosif des substances à l'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 à 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 l'objet d'essais, il convient d'obtenir l'ensemble des données permet
tant d'évaluer le pouvoir corrosif ou irritant de la substance par une démarche 
séquentielle. La démarche expérimentale exposée dans cette annexe a été élaborée 
au cours d'un atelier de l'OCDE (1) avant d'être entérinée et complétée dans le cadre 
du système harmonisé de classification intégrée des risques pour la santé humaine et 
l'environnement liés aux substances chimiques (Harmonized Integrated Hazard 
Classification System for Human Health and Environmental Effects of Chemical 
Substances), adopté par la vingt-huitième 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.4, elle constitue cependant la procédure recommandée pour 
déterminer l'effet irritant ou corrosif sur la peau. Cette procédure représente à la 
fois la meilleure pratique et une référence éthique dans ce domaine. La méthode 
d'essai décrit le mode opératoire de l'essai in vivo et récapitule les facteurs à 
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. 

DESCRIPTION DE LA STRATÉGIE D'ÉVALUATION ET D'ESSAI 

Avant d'entreprendre les essais inscrits dans la démarche expérimentale séquen
tielle (figure), il faut évaluer toutes les informations disponibles afin d'établir la 
nécessité d'effectuer des essais cutanés in vivo. Bien que l'évaluation de certains 
paramètres particuliers puisse livrer des informations significatives (par exemple 
un pH extrême), la totalité des informations existantes doit être prise en consi
dération. 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 être 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 être 
évités chaque fois que cela est possible. Les facteurs pris en compte dans la 
démarche expérimentale sont repris ci-après: 
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Évaluation des données existantes sur les humains et les animaux (étape 1). Les 
données existantes sur l'être 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 expo
sition cutanée unique ou répétée, sont à 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 caractère non corrosif et 
non irritant a été clairement démontré ne doivent pas faire l'objet d'études in vivo. 

Analyse des relations structure-activité (RSA) (étape 2). Le cas échéant, les 
résultats d'essais sur des substances structurellement proches doivent être 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 mêmes 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 séquen
tielle. 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 (étape 3). Les substances 
présentant des valeurs de pH extrêmes, par exemple < 2,0 ou > 11,5, sont 
susceptibles d'induire de fortes réactions locales. Si une valeur de pH extrême 
est un indice décisif quant au caractère corrosif d'une substance, son pouvoir 
tampon doit également entrer en ligne de compte (3) (4). Si le pouvoir tampon 
donne à penser que la substance peut ne pas être corrosive pour la peau, cette 
hypothèse demande à être confirmée par un autre essai, de préférence un essai in 
vitro ou ex vivo validé et accepté (voir étapes 5 et 6). 

Toxicité cutanée (étape 4). S'il est prouvé qu'une substance chimique est très 
toxique par voie cutanée, une étude d'irritation ou de corrosion cutanée risque 
d'être impossible à réaliser in vivo, la quantité de substance d'essai normalement 
appliquée pouvant dépasser la dose très toxique et entraîner ainsi la mort des 
animaux ou les faire terriblement souffrir. En outre, lorsque des études de toxicité 
cutanée ont déjà été menées sur des lapins albinos jusqu'à la dose limite de 2 000 
mg/kg de poids corporel, ou au-delà, et qu'aucune irritation ou corrosion cutanées 
n'ont été constatées, il n'est plus forcément nécessaire d'effectuer un essai supplé
mentaire d'irritation ou de corrosion cutanée. Il convient de faire attention à 
plusieurs aspects lorsqu'on évalue la toxicité cutanée aiguë à partir d'études anté
rieures. À titre d'exemple, les informations rapportées sur les lésions cutanées 
peuvent être incomplètes. Il se peut que les essais et les observations aient été 
effectués sur une autre espèce que le lapin, or, la sensibilité aux substances est 
très variable d'une espèce à l'autre. De même, la forme sous laquelle la substance 
d'essai a été appliquée sur les animaux peut ne pas convenir à l'évaluation de 
l'irritation et de la corrosion cutanées [par exemple la dilution des substances (5)]. 
Néanmoins, lorsque des études bien conçues de toxicité cutanée ont été correc
tement menées sur le lapin, leurs résultats négatifs peuvent être considérés 
comme une démonstration suffisante du caractère non irritant ni corrosif de la 
substance. 

Résultats des essais in vitro ou ex vivo (étapes 5 et 6). 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 (6) (7), conçu pour évaluer ces effets particuliers, ne 
doivent pas être testées sur des animaux. Il est en effet très vraisemblable que ces 
substances produiront des effets semblables in vivo. 
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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 l'essai initial ne montre aucun effet corrosif, il y a lieu de confirmer 
l'absence de réaction ou une réaction d'irritation sur un ou deux animaux supplé
mentaires exposés à la substance durant quatre heures. Lorsque l'essai initial fait 
apparaître un effet irritant, l'essai confirmatoire doit être conduit sur un mode 
séquentiel, ou par l'exposition simultanée des deux animaux supplémentaires. 

BIBLIOGRAPHIE 

(1) OECD (1996). Test Guidelines Programme: Final Report on the OECD 
Workshop on Harmonization of Validation and Acceptance Criteria for 
Alternative Toxicological Test Methods. Held on Solna, Sweden, 22 - 
24 January 1996 (http://wwwl.oecd.org/ehs/test/background.htm). 

(2) OECD (1998). Harmonized Integrated Hazard Classification System for 
Human Health and Environmental Effects of Chemical Substances, as 
endorsed by the 28th Joint Meeting of the Chemicals Committee and the 
Working Party on Chemicals, November 1998 (http://wwwl.oecd.org/ehs/ 
Class/HCL6.htm). 

(3) Worth, A.P., Fentem, J.H., Balls, M., Botham, P.A., Curren, R.D., Earl, 
L.K., Esdail, D.J., Liebsch, M. (1998). An Evaluation of the Proposed 
OECD Testing Strategy for Skin Corrosion. ATLA 26, p. 709-720. 

(4) Young, J.R., How, M.J., Walker, A.P., Worth, W.M.H. (1988). Classifica
tion as Corrosive or Irritant to Skin of Preparations Containing Acidic or 
Alkaline Substances, Without Testing on Animals. Toxic In Vitro, 2 (1), 
p. 19-26. 

(5) Patil, S.M., Patrick, E., Maibach, H.I. (1996) Animal, Human, and In Vitro 
Test Methods for Predicting Skin Irritation, in: Francis N. Marzulli and 
Howard I. Maibach (editors): Dermatotoxicology. Fifth Edition ISBN 1- 
56032-356-6, Chapter 31, p. 411-436. 

(6) Méthode d'essai B.40. 

(7) Fentem, J.H., Archer, G.E.B., Balls, M., Botham, P.A., Curren, R.D., 
Earl, L.K., Edsail, D.J., Holzhutter, H.G. and Liebsch, M. (1998) The 
ECVAM international validation study on in vitro tests for skin corrosi
vity. 2. Results and evaluation by the Management Team. Toxicology in 
Vitro 12, p. 483-524. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 250



 

Figure 

PROCÉDURE D'ESSAI ET D'ÉVALUATION DE L'IRRITATION ET DE LA 
CORROSION CUTANÉES 
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(2) Dans la partie B, le chapitre B.5 est remplacé par le texte suivant: 

«B.5 EFFET IRRITANT/CORROSIF AIGU SUR LES YEUX 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 405 (2012) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Les lignes directrices de l'OCDE pour les essais de produits chimiques sont régulièrement réexaminées 
pour vérifier qu'elles intègrent les meilleures données scientifiques disponibles. Les précédents réexamens de cette 
méthode d'essai ont mis l'accent sur les possibilités d'éviter l'utilisation inutile des animaux de laboratoire afin de 
répondre aux préoccupations relatives au bien-être des animaux, moyennant l'évaluation préalable de toutes les 
informations existantes se rapportant aux produits chimiques d'essai. La ligne directrice 405 (adoptée en 1981 et 
mise à jour en 1987, 2002 et 2012) recommande d'analyser les résultats déjà disponibles en se fondant sur le 
poids de la preuve (1) avant d'envisager l'essai in vivo de l'effet irritant/corrosif aigu sur les yeux décrit dans cette 
ligne directrice. Il est conseillé de combler le manque de données par des essais séquentiels (2) (3). La stratégie 
d'essai inclut la réalisation d'essais in vitro validés et acceptés et est exposée dans un supplément à la présente 
méthode d'essai. Aux fins du règlement (CE) no 1907/2006 concernant l'enregistrement, l'évaluation et l'autori
sation des substances chimiques, ainsi que les restrictions applicables à ces substances (REACH) (1), une stratégie 
d'essai intégrée figure également dans le guide pertinent de l'ECHA (21). Les essais sur les animaux ne seront 
réalisés que s'ils s'avèrent nécessaires après examen des méthodes alternatives disponibles et mise en œuvre de 
celles jugées appropriées. À l'heure où la présente méthode d'essai est mise à jour, il existe encore des cas où le 
recours à cette méthode d'essai demeure indispensable ou est exigé par certains cadres réglementaires. 

La mise à jour la plus récente concerne essentiellement l'utilisation d'analgésiques et d'anesthésiques sans changer le 
concept de base et la structure de la ligne directrice. L'ICCVAM (2) et un groupe international d'experts scientifiques 
indépendants ont examiné l'utilité et les limites d'un recours en routine à des anesthésiques topiques, des 
analgésiques systémiques et des effets mesurés éthiquement acceptables lors d'essais in vivo d'irritation oculaire 
(12). Ils ont conclu que l'utilisation d'anesthésiques topiques et d'analgésiques systémiques permettait d'éviter la 
majeure partie, voire la totalité, de la douleur et de la détresse des animaux sans modifier le résultat de l'essai, et 
recommandé que ces substances soient systématiquement utilisées. La présente méthode d'essai tient compte des 
conclusions de cet examen. Il convient donc que les anesthésiques topiques, analgésiques systémiques et effets 
mesurés éthiquement acceptables soient utilisés en routine dans le cadre des essais in vivo de l'effet irritant/corrosif 
aigu sur l'œil. Toute exception à cet égard devra être justifiée. Les raffinements décrits dans cette méthode 
allègeront considérablement ou éviteront la douleur et la détresse chez les animaux dans la plupart des cadres 
expérimentaux qui exigent encore un essai de sécurité oculaire in vivo. 

Une gestion préventive et équilibrée de la douleur comprend: (i) un prétraitement en routine avec un anesthésique 
topique (p. ex. proparacaïne ou tétracaïne) et un analgésique systémique (p. ex. buprénorphine), (ii) un programme 
de traitement post-exposition en routine avec un analgésique systémique (p. ex. buprénorphine et méloxicam), (iii) 
un programme d'observation, de suivi et de consignation des signes cliniques de douleur et/ou de détresse chez les 
animaux, et (iv) un programme d'observation, de suivi et de consignation de la nature, de la gravité et de la 
progression de toutes les lésions oculaires. D'autres détails sont fournis dans les procédures mises à jour décrites ci- 
dessous. Après l'exposition au produit chimique d'essai, aucun anesthésique ou analgésique topique supplémentaire 
ne sera administré, de manière à éviter toute interférence avec l'essai. Les analgésiques dotés de propriétés anti- 
inflammatoires (comme le méloxicam) ne feront pas l'objet d'une application locale, et les doses systémiques 
employées ne devront pas perturber les effets sur l'œil. 

Les définitions sont données dans l'appendice de la présente méthode d'essai. 

28.4.2017 L 112/7 Journal officiel de l'Union européenne FR     

(1) Règlement (CE) no 1907/2006 du Parlement européen et du Conseil du 18 décembre 2006 concernant l'enregistrement, l'évaluation et 
l'autorisation des substances chimiques, ainsi que les restrictions applicables à ces substances (REACH), instituant une agence européenne 
des produits chimiques, modifiant la directive 1999/45/CE et abrogeant le règlement (CEE) no 793/93 du Conseil et le règlement (CE) 
no 1488/94 de la Commission ainsi que la directive 76/769/CEE du Conseil et les directives 91/155/CEE, 93/67/CEE, 93/105/CE et 
2000/21/CE de la Commission. 

(2) US Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative Methods (Comité de coordination interagences sur la validation 
des méthodes alternatives, aux Etats-Unis) 

Veg
Zone de texte 



REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

Dans le souci de concilier la fiabilité des résultats scientifiques et le bien-être animal, on ne procédera pas aux essais 
in vivo avant d'avoir évalué, par une analyse du poids de la preuve, toutes les données relatives au caractère 
potentiellement corrosif ou irritant du produit chimique pour les yeux. Ces données comprennent les résultats 
d'études existantes menées sur des humains et/ou des animaux de laboratoire, des données établissant l'effet 
corrosif ou irritant pour l'œil 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 ou ex vivo de corrosion cutanée et de corrosion/irritation oculaires validés et acceptés (6) 
(13) (14) (15) (16) (17). Les études peuvent avoir été conduites avant, ou à la suite de, l'analyse du poids de la 
preuve. 

Pour certains produits chimiques, une telle analyse peut faire valoir la nécessité de mener des études in vivo du 
pouvoir corrosif/irritant pour l'œil du produit chimique. Le cas échéant, avant d'envisager un essai oculaire in vivo, 
il est préférable d'effectuer d'abord un essai in vitro et/ou in vivo de la corrosion cutanée induite par le produit 
chimique, et d'évaluer ces résultats conformément à la stratégie d'essai séquentielle de la méthode d'essai B.4 (7) ou 
à la stratégie d'essai intégrée décrite dans le guide de l'ECHA (21). 

Une stratégie d'essai de type séquentiel, comportant des essais in vitro ou ex vivo de corrosion/irritation de l'œil 
validés, est décrite dans un supplément à la présente méthode d'essai et, aux fins de REACH, dans le guide de 
l'ECHA (21). Il est recommandé d'appliquer une telle stratégie d'essai avant de procéder à des essais in vivo. Pour les 
produits chimiques nouveaux, une stratégie d'essai par étapes est préconisée pour obtenir des données scientifiques 
fiables sur l'effet corrosif ou irritant du produit chimique. En ce qui concerne les produits chimiques existants pour 
lesquels les données sur l'effet corrosif ou irritant sur la peau et les yeux sont insuffisantes, il est possible de 
suppléer ces lacunes en appliquant cette stratégie. Le choix d'une autre stratégie d'essai ou la décision de ne pas 
procéder par étapes fait l'objet de justification. 

PRINCIPE DE L'ESSAI IN VIVO 

Après l'administration d'un analgésique systémique et l'induction d'une anesthésie topique adaptée, le produit 
chimique d'essai est appliqué en une seule dose sur un des yeux de l'animal d'expérience, l'œil non traité servant de 
témoin. On évalue le score de l'irritation ou de la corrosion oculaires en cotant la gravité des lésions affectant la 
conjonctive, la cornée et l'iris, à intervalles déterminés. Les autres réactions de l'œil et les troubles systémiques sont 
également décrits de manière à fournir une évaluation complète des effets. La durée de l'étude doit être suffisante 
pour permettre d'évaluer la réversibilité des effets. 

Les animaux qui présentent des signes de douleur et/ou de détresse aiguës à tout stade de l'essai, ou des lésions 
correspondant aux effets mesurés éthiquement acceptables décrits dans la présente méthode d'essai (voir 
paragraphe 26) seront euthanasiés, et ces symptômes seront à prendre en compte dans l'évaluation du produit 
chimique d'essai. Les critères régissant la décision d'euthanasier les animaux moribonds et pris de fortes douleurs 
sont exposés dans un document d'orientation de l'OCDE (8). 

PRÉPARATION DE L'ESSAI IN VIVO 

Choix des espèces 

On choisira de préférence des lapins albinos et de jeunes adultes sains seront utilisés. L'utilisation d'une autre 
espèce ou souche fait l'objet de justification. 

Préparation des animaux 

Les deux yeux de chaque animal susceptible de participer à l'essai sont examinés dans les 24 heures précédant le 
début de l'essai. Les animaux qui présentent des signes d'irritation oculaire, des défauts oculaires ou une lésion de la 
cornée seront écartés. 

Conditions d'hébergement et d'alimentation 

Les animaux sont placés dans des cages individuelles. La température du local expérimental est réglée à 20 °C (± 3 ° 
C) pour les lapins. S'il convient que l'humidité relative atteigne au moins 30 % sans excéder de préférence 70 %, en 
dehors des heures de nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir le taux d'humidité autour de 50 à 60 %. 
L'éclairage est artificiel, avec une séquence alternant 12 heures de lumière et 12 heures d'obscurité. On évitera les 
éclairages trop intenses. Les lapins seront nourris avec un mélange classique pour animaux de laboratoire et 
boiront de l'eau potable à volonté. 
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MODE OPÉRATOIRE 

Utilisation d'anesthésiques topiques et d'analgésiques systémiques 

Les procédures suivantes sont recommandées pour réduire ou éviter la douleur et la détresse dans le cadre des 
essais de sécurité pour l'œil. On pourra faire appel à des procédures de remplacement dont il est avéré qu'elles sont 
aussi efficaces ou plus efficaces pour réduire ou éviter la douleur et la détresse des animaux. 

—  Soixante minutes avant l'application du produit chimique d'essai (APCE), les animaux reçoivent 0.01 mg/kg de 
buprénorphine par injection sous-cutanée (ISC) afin d'atteindre un niveau thérapeutique d'analgésie systémique. 
La buprénorphine et d'autres analgésiques opioïdes similaires administrés de façon systémique ne sont pas 
connus pour, ou suspectés de, modifier les lésions oculaires (12). 

—  Cinq minutes avant l'APCE, une ou deux gouttes d'anesthésique oculaire topique (p. ex. hydrochlorure de 
proparacaïne ou de tétracaïne à 0,5 %) sont appliquées sur chaque œil. Les anesthésiques topiques dénués 
d'agents conservateurs sont recommandés afin d'éviter toute interférence avec l'essai. L'œil de chaque animal 
non traité avec le produit chimique d'essai, mais qui reçoit l'anesthésique topique, joue le rôle de témoin. Si l'on 
suppose que le produit chimique d'essai peut entraîner une douleur et une détresse intenses, elle ne sera 
normalement pas testée in vivo. Néanmoins, quand un doute subsiste ou dans les cas où un tel essai est exigé, il 
convient d'envisager des administrations supplémentaires d'anesthésique topique toutes les 5 minutes, en amont 
de l'APCE. Les expérimentateurs doivent toutefois savoir que les applications multiples d'anesthésiques topiques 
sont susceptibles d'accroître légèrement la gravité des lésions induites par la substance chimique et/ou le délai 
de réversibilité de ces lésions. 

—  Huit heures après l'APCE, on injecte par voie sous-cutanée 0,01 mg/kg de buprénorphine et 0,5 mg/kg de 
méloxicam afin de maintenir l'analgésie systémique à un niveau thérapeutique. Bien qu'aucune donnée ne 
suggère d'effet anti-inflammatoire sur l'œil quand le méloxicam est injecté par voie sous-cutanée une fois par 
jour, on attendra au moins huit heures après l'APCE pour administrer ce produit afin d'éviter une interférence 
éventuelle avec l'essai (12). 

— Après ce délai de 8 heures, on administre 0,01 mg/kg de buprénorphine par ISC toutes les 12 heures, parallè
lement à un traitement au méloxicam à 0,5 mg/kg par ISC toutes les 24 heures, jusqu'à ce qu'une régression 
des lésions oculaires soit observée et qu'aucun signe clinique de douleur et de détresse ne se manifeste. Ces 
analgésiques sont disponibles dans des formes à libération prolongée, qui peuvent être envisagées pour réduire 
la fréquence d'administration d'analgésique. 

— Un traitement analgésique «de secours» est effectué immédiatement après l'APCE lorsque l'analgésique et l'anes
thésique topique administrés au préalable se révèlent inadaptés. Si un animal montre des signes de douleur ou 
de détresse en cours d'essai, une dose «de secours» de buprénorphine de 0,03 mg/kg sera immédiatement 
injectée par voie sous-cutanée puis répétée toutes les 8 heures (intervalle minimum), si nécessaire; cette 
posologie remplace les doses de 0,01 mg/kg par ISC toutes les 12 heures. La dose «de secours» de 
buprénorphine sera accompagnée de méloxicam à 0,5 mg/kg par ISC toutes les 24 heures, la première injection 
n'intervenant toutefois pas dans les 8 heures qui suivent l'APCE. 

Application du produit chimique d'essai 

L'expérimentateur introduit le produit chimique d'essai dans le cul-de-sac conjonctival d'un des deux yeux de 
chaque animal, après avoir délicatement écarté la paupière inférieure du globe oculaire. Il ramène ensuite 
délicatement les deux paupières l'une contre l'autre et les maintient dans cette position pendant environ une 
seconde afin d'éviter toute perte de substance. L'autre œil, qui ne subit pas de traitement, sert de témoin. 

Irrigation 

Il convient de ne pas laver les yeux des animaux traités pendant au moins 24 heures après l'instillation du produit 
chimique d'essai, à moins que celui-ci soit à l'état solide (voir paragraphe 18) ou déclenche immédiatement des 
effets corrosifs ou irritants. Au besoin, un lavage pourra être effectué à l'issue de ce délai. 

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

(1) Essais sur des liquides 

Pour les liquides, on utilise une dose de 0,1 ml. Il convient d'éviter d'instiller le produit chimique directement dans 
l'œil avec un vaporisateur à pression; il est préférable d'expulser d'abord le produit chimique dans une fiole, d'en 
prélever 0,1 ml et de l'instiller dans l'œil. 

(2) Essais sur des solides 

Dans le cas des solides, pâtes ou substances particulaires, la quantité utilisée a un volume de 0,1 ml ou un poids ne 
dépassant pas 100 mg. Le produit chimique d'essai sera broyé finement. Il convient de mesurer le volume de la 
substance solide après l'avoir légèrement tassée, par exemple en tapotant le récipient de mesure. Si le produit 
chimique d'essai solide n'a pas encore été évacué de l'œil de l'animal par des mécanismes physiologiques au premier 
moment d'observation, à savoir une heure après le traitement, l'œil peut être rincé à l'aide d'une solution saline ou 
à l'eau distillée. 

(3) Essais sur des aérosols 

Il est recommandé de prélever une dose du contenu de tous les vaporisateurs à pression et aérosols avant de 
l'instiller dans l'œil. La seule exception concerne les produits chimiques conditionnés en bombes aérosol sous 
pression, qui sont impossibles à recueillir préalablement à l'instillation car ils se vaporisent. Dans ce cas, l'expéri
mentateur maintient l'œil de l'animal ouvert et administre le produit chimique à tester en un seul jet d'environ une 
seconde, émis à 10 cm et directement en face de l'œil. Cette distance peut être modulée en fonction de la pression 
du jet et de sa composition. Il convient de veiller à ce que la pression du jet n'endommage pas l'œil. Dans certains 
cas, il pourra être nécessaire d'évaluer l'ampleur des dégâts «mécaniques» risquant d'être causés à l'œil par la force 
du jet. 

La dose d'aérosol peut être estimée grâce à une simulation de l'application menée comme suit: le produit chimique 
est projeté sur du papier pour pesée à travers une ouverture de la taille d'un œil de lapin placée directement devant 
le papier. L'augmentation du poids du papier donne une idée approximative de la quantité administrée à l'œil de 
lapin. Pour un produit volatile, la dose peut être estimée à partir du poids du récipient (dans lequel elle est 
contenue) avant et après utilisation. 

Essai initial (essai in vivo de l'effet irritant/corrosif sur les yeux mené sur un seul animal) 

Il est fortement recommandé de commencer par pratiquer l'essai in vivo sur un seul animal (voir le supplément à la 
présente méthode d'essai: Stratégie d'essai séquentielle pour les essais d'irritation et de corrosion oculaires). Les 
observations qui en découlent doivent permettre de déterminer la gravité et la réversibilité des lésions avant de 
mettre en œuvre un essai de confirmation avec un animal supplémentaire. 

Si les résultats de cet essai, mené selon la procédure décrite, indiquent que le produit chimique est corrosif ou 
fortement irritant pour l'œil, il n'y a pas lieu de mener d'autres essais d'irritation oculaire. 

Essai de confirmation (essai d'irritation oculaire in vivo conduit sur des animaux supplémentaires) 

Si l'essai initial ne révèle aucun effet corrosif ou fortement irritant, il convient de confirmer la réaction irritante ou 
négative sur un ou deux animaux supplémentaires. Si l'essai initial produit un effet irritant, il est recommandé de 
conduire l'essai de confirmation sur un mode séquentiel en n'utilisant qu'un seul animal à la fois, plutôt que 
d'exposer les deux animaux simultanément. Si le deuxième animal manifeste des signes de corrosion ou de forte 
irritation, l'essai s'arrête là. Si les résultats de l'essai sur le deuxième animal suffisent à déterminer la catégorie de 
danger de la substance, l'essai s'arrête là. 

Période d'observation 

La durée de la période d'observation doit être suffisante pour permettre d'évaluer entièrement l'ampleur et la 
réversibilité des effets observés. Il convient cependant de mettre un terme à l'essai dès qu'un animal manifeste des 
signes de détresse ou de douleur aiguë (8). Pour déterminer la réversibilité des effets, les animaux sont 
normalement observés durant 21 jours après l'exposition au produit chimique d'essai. Si la réversibilité est 
constatée avant ce délai, l'expérience prend fin à ce moment-là. 
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Observations cliniques et cotation de la gravité des réactions oculaires 

Les yeux font l'objet d'un examen complet pour repérer d'éventuelles lésions oculaires une heure après l'APCE, puis 
cette procédure est répétée au moins une fois par jour. Les trois premiers jours qui suivent l'exposition, on 
examinera les animaux plusieurs fois par jour afin de pouvoir mettre un terme à l'essai en temps opportun, s'il y 
a lieu. Les animaux sont soumis à des examens de routine tout au long de l'essai pour rechercher des signes 
cliniques de douleur et/ou de détresse (p. ex. coups de patte ou frottements de l'œil répétés, cillement excessif, 
larmoiement excessif) (9) (10) (11), au moins deux fois par jour à six heures d'intervalle minimum, ou plus 
fréquemment si besoin est. Ces examens sont nécessaires pour (i) évaluer correctement les signes de douleur et de 
détresse des animaux afin d'établir la nécessité d'augmenter le dosage des analgésiques en conséquence et 
(ii) déterminer si les effets mesurés éthiquement acceptables sont atteints, de manière à décider en connaissance de 
cause d'euthanasier ou non les animaux et veiller à ce que les décisions d'euthanasier soient prises en temps voulu. 
Pour faciliter la détection et la mesure des lésions oculaires et déterminer si les effets observés éthiquement 
acceptables motivant l'euthanasie ont été atteints, on utilisera une coloration à la fluorescéine en routine ainsi 
qu'un biomicroscope (lampe à fente), si nécessaire (p. ex. pour évaluer la profondeur de la lésion en cas d'ulcération 
cornéenne). Des photographies numériques des lésions observées pourront être collectées à titre de référence et 
pour garder une trace permanente attestant l'étendue de la lésion oculaire. Les animaux ne seront maintenus dans 
l'essai que le temps nécessaire pour obtenir un résultat définitif. Ceux qui manifestent des signes de douleur ou de 
détresse aiguë sont euthanasiés immédiatement, et ces symptômes sont à prendre en compte dans l'évaluation du 
produit chimique d'essai. 

Il convient également d'euthanasier les animaux qui présentent les lésions oculaires suivantes à la suite de l'instil
lation (voir le tableau 1 pour une description des scores des lésions): une perforation de la cornée ou une 
ulcération profonde de la cornée associée à un staphylome; la présence de sang dans la chambre antérieure de l'œil; 
une opacité cornéenne de niveau 4; l'absence de réflexe photomoteur (réaction iridienne de niveau 2) durant 
72 heures; l'ulcération de la membrane conjonctivale; une nécrose des conjonctives ou de la membrane nictitante; 
ou un décollement du tissu nécrosé. Et ce, parce que ces lésions sont généralement irréversibles. Il est par ailleurs 
recommandé de considérer les lésions oculaires suivantes comme des effets mesurés éthiquement acceptables, dont 
la survenue motive l'arrêt d'un essai avant la période d'observation de 21 jours prévue. On estime que ces lésions 
en annoncent d'autres symptomatiques d'un effet corrosif ou fortement irritant, ou qui ne seront que partiellement 
réversibles dans le délai d'observation de 21 jours: lésions très profondes (p. ex. une ulcération cornéenne qui 
dépasse les couches superficielles du stroma), destruction du limbe > 50 % (traduite par un blanchiment du tissu 
conjonctival) et infection oculaire aiguë (écoulement purulent). Une vascularisation de la surface cornéenne (c'est-à- 
dire un pannus) associée à une surface colorée à la fluorescéine qui ne diminue pas au fil des examens quotidiens 
et/ou à l'absence de réépithélialisation 5 jours après l'application du produit chimique d'essai peuvent aussi 
constituer un faisceau de critères utiles pour justifier la décision clinique de mettre un terme à l'essai prématu
rément. Cependant, chacun de ces résultats pris isolément ne suffit pas à motiver l'arrêt prématuré de l'essai. Dès 
que des effets graves sur l'œil sont observés, il convient de faire appel à un vétérinaire traitant ou spécialisé dans les 
animaux de laboratoire, ou à du personnel formé à identifier les lésions cliniques, pour mener un examen clinique 
permettant de juger si l'association de ces réactions implique un arrêt prématuré de l'essai. On attribuera un score 
aux réactions oculaires (des conjonctives, de la cornée et de l'iris) 1, 24, 48 et 72 heures après l'application du 
produit chimique d'essai, et les résultats seront consignés (tableau 1). Les animaux qui ne présentent pas de lésions 
oculaires peuvent être écartés, mais seulement à partir du quatrième jour suivant l'instillation. Les animaux dont les 
lésions ne sont pas sévères demeurent en observation jusqu'à la disparition de ces lésions, ou pendant 21 jours, 
après quoi l'essai prend fin. Ces observations sont effectuées et consignées au moins à 1, 24, 48, 72 heures, puis 7, 
14 et 21 jours après l'APCE afin de déterminer l'état des lésions ainsi que leur réversibilité ou leur irréversibilité. Il 
est parfois nécessaire de rapprocher les examens pour déterminer s'il convient d'euthanasier un animal pour des 
raisons éthiques ou de l'écarter de l'essai du fait de résultats négatifs. 

Le niveau des lésions oculaires (tableau 1) est consigné à chaque examen. Toutes les autres lésions oculaires (p. ex. 
pannus, coloration, modifications de la chambre antérieure) et les troubles systémiques sont également signalés. 

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

L'attribution de score aux réactions oculaires est inévitablement subjective. L'harmonisation de l'attribution de 
scores aux réactions oculaires et l'appui aux laboratoires d'essai ainsi qu'au personnel chargé d'effectuer et d'inter
préter les observations passent par une formation adéquate des expérimentateurs au système de score utilisé. 

28.4.2017 L 112/11 Journal officiel de l'Union européenne FR     



RÉSULTATS ET RAPPORTS 

Évaluation des résultats 

Les scores d'irritation oculaire doivent être évalués en considération de la nature et de la gravité des lésions ainsi 
que de leur caractère réversible ou non. Les scores individuels ne sont pas un critère absolu de propriétés irritantes 
d'un produit chimique, car d'autres effets du produit chimique sont également évalués. En revanche, les scores 
individuels ont une valeur de référence et ne sont significatifs que lorsqu'ils sont étayés par une description et une 
évaluation complètes de toutes les observations. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai comporte les informations suivantes: 

Justification de l'essai in vivo: analyse fondée sur le poids de la preuve des résultats d'essais préexistants, notamment ceux qui 
procèdent de la stratégie d'essai séquentielle: 

—  description des résultats pertinents d'essais précédents; 

—  données obtenues à chaque étape de la stratégie d'essai; 

—  description des essais effectués in vitro détaillant les procédures et mentionnant les résultats obtenus avec les 
produit chimique d'essai et de référence; 

—  description de l'étude d'irritation/corrosion cutanée menée in vivo mentionnant les résultats obtenus; 

—  comment l'analyse fondée sur le poids de la preuve des résultats disponibles a débouché sur la décision de 
conduire l'étude in vivo. 

Produit chimique d'essai: 

—  données d'identification (par exemple nom chimique et si possible numéro CAS, pureté, impuretés connues, 
source, numéro de lot); 

—  état physique et propriétés physico-chimiques (p. ex., pH, volatilité, solubilité, stabilité, réactivité avec l'eau); 

—  s'il s'agit d'un mélange, les composants sont identifiés, et les données d'identification des substances constituant 
le mélange (par exemple les noms et, s'ils sont disponibles, les numéros CAS) et leurs concentrations sont 
fournies; 

—  dose appliquée. 

Véhicule: 

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

—  justification du choix du véhicule. 

Animaux d'essai: 

—  espèce/souche utilisée, justification de l'utilisation éventuelle d'un animal autre que le lapin albinos; 

—  âge de chaque animal au début de l'essai; 

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

—  poids de chaque animal au début et à la fin de l'essai; 

—  source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc. 

Anesthésiques et analgésiques 

—  doses d'anesthésiques topiques et d'analgésiques systémiques administrés, et chronologie d'administration; 

—  si on a eu recours à un anesthésique local: identification, pureté, type et interaction potentielle avec le produit 
chimique d'essai. 
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Résultats: 

—  description de la méthode utilisée pour coter l'irritation à chaque moment d'observation (p. ex. lampe à fente 
portative, biomicroscope, fluorescéine); 

—  présentation sous forme de tableaux des réactions d'irritation ou de corrosion relevées chez chaque animal et à 
chaque moment d'observation jusqu'à la fin de la participation de chaque animal à l'essai; 

—  description circonstanciée du degré et de la nature de l'irritation ou de la corrosion observées; 

—  description de toute autre lésion notée dans l'œil (p. ex. vascularisation, formation d'un pannus, adhésions, 
coloration); 

—  description des effets non oculaires locaux et des troubles systémiques, enregistrement des signes cliniques de 
douleur et de détresse, photographies numériques et observations histopathologiques, le cas échéant. 

Discussion des résultats 

Interprétation des résultats 

L'extrapolation à l'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'espèce humaine 
aux substances irritantes ou corrosives pour l'œil. 

Lors de l'interprétation des résultats, il faut savoir reconnaître une irritation consécutive à une infection secondaire, 
laquelle ne devra pas être prise en compte. 
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Tableau 1 

Cotation des lésions oculaires 

Cornée Score 

Opacité: degré de densité (les observations porteront sur les zones les plus denses) (*)  

Pas d'ulcération ni d'opacité 0 

Zones d'opacité (autres qu'un léger ternissement de l'éclat normal) dispersées ou diffuses; dé
tails de l'iris nettement visibles 

1 

Zone translucide aisément discernable; détails de l'iris légèrement masqués 2 

Zone nacrée; détails de l'iris complètement invisibles; dimension de la pupille à peine discer
nable 

3 
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Cornée Score 

Cornée opaque; iris non discernable à travers l'opacité 4 

Maximum possible: 4  

Iris  

Normal 0 

Plis nettement plus profonds, congestion, tuméfaction, hyperhémie péricornéenne modérée 
ou conjonctives injectées; iris réactif à la lumière (une réaction lente est considérée positive) 

1 

Hyperhémie de certains vaisseaux sanguins (yeux injectés) 2 

Maximum possible: 2  

Conjonctives  

Rougeur (s'applique aux conjonctives palpébrale et bulbaire, mais pas à la cornée ni à l'iris)  

Normal 0 

Hyperhémie de certains vaisseaux sanguins (yeux injectés) 1 

Coloration pourpre diffuse, vaisseaux sanguins difficilement discernables les uns des autres 2 

Coloration rouge soutenu diffuse 3 

Maximum possible: 3  

Chémosis  

Tuméfaction (s'applique aux paupières et/ou aux membranes nictitantes)  

Normal 0 

Tuméfaction légèrement supérieure à la normale 1 

Tuméfaction patente avec éversion partielle des paupières 2 

Tuméfaction avec paupières à demi closes 3 

Tuméfaction avec paupières plus qu'à demi closes 4 

Maximum possible: 4  

(*)  L'étendue de l'opacité cornéenne est précisée  
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Appendice 

DÉFINITIONS 

Réserve acide/alcaline: pour les préparations acides, quantité (g) d'hydroxyde de sodium/100 g de préparation 
nécessaire pour obtenir un pH déterminé. Pour les préparations basiques, il s'agit de la quantité (g) d'hydroxyde de 
sodium qui équivaut à la masse (g) d'acide sulfurique/100 g de préparation nécessaire pour obtenir un pH 
déterminé (Young et al. 1988). 

Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Substance non irritante: substance qui n'est pas classée comme irritant oculaire au sens des catégories I, II ou III 
de l'EPA, des catégories 1, 2, 2A, ou 2B du SGH ou de la catégorie 1 ou 2 de l'UE (17) (18) (19). 

Produit chimique corrosif pour l'œil: (a) produit chimique provoquant des lésions irréversibles des tissus 
oculaires; (b) produit chimique classé comme irritant oculaire au sens de la catégorie 1 du SGH, de la catégorie 1 
de l'EPA ou de la catégorie 1 de l'UE (17) (18) (19). 

Produit chimique irritant pour l'œil: (a) produit chimique provoquant une modification réversible de l'œil; 
(b) produit chimique classé comme irritant oculaire au sens des catégories II ou III de l'EPA, des cartégories 2, 2A 
ou 2B du SGH ou de la catégorie 2 de l'UE(17) (18) (19). 

Produit chimique fortement irritant pour l'œil: (a) produit chimique provoquant des lésions tissulaires de l'œil 
qui ne sont pas réversibles dans les 21 jours suivant l'application ou entraînent une dégradation sévère de la vision; 
(b) produit chimique classé comme irritant oculaire au sens de la catégorie 1 du SGH, de la catégorie 1 de l'EPA ou 
de la catégorie I de l'UE (17) (18) (19). 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai. 

Stratégie à plusieurs niveaux: stratégie d'essai séquentielle consistant à examiner toutes les informations 
existantes sur un produit chimique d'essai dans un ordre déterminé, en ayant recours à chaque étape à un 
processus d'analyse du poids de la preuve pour déterminer si les informations disponibles sont suffisantes pour 
décider d'une classification dans une catégorie de danger, avant de passer à l'étape suivante. Si le potentiel 
d'irritation d'un produit chimique d'essai peut être déterminé sur la base des informations existantes, aucun essai 
supplémentaire n'est nécessaire. Dans le cas contraire, une procédure expérimentale progressive de type séquentiel 
sur des animaux est alors lancée jusqu'à ce qu'une classification sans équivoque puisse être effectuée. 

Poids de la preuve: procédé consistant à prendre en compte les forces et les faiblesses de divers éléments d'infor
mation pour aboutir à une conclusion concernant les dangers potentiels d'un produit chimique et étayer cette 
conclusion.   
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SUPPLÉMENT À LA MÉTHODE D'ESSAI B.5 (1) 

DÉMARCHE EXPERIMENTALE SEQUENTIELLE POUR LES ESSAIS D'IRRITATION ET DE CORROSION OCULAIRES 

Généralités 

Pour concilier la fiabilité des résultats scientifiques et le bien-être animal, il importe d'éviter l'utilisation abusive 
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 à 
l'éventuel effet corrosif/irritant d'un produit chimique sur les yeux. Il se peut que les données disponibles suffisent à 
classer le produit chimique d'essai quant à son pouvoir irritant ou corrosif pour les yeux, sans qu'il soit nécessaire 
d'effectuer des essais sur animaux. Ainsi, le recours à l'analyse du poids de la preuve et l'adoption d'une stratégie 
d'essai séquentielle limiteront au maximum la nécessité de pratiquer des essais in vivo, surtout si le produit 
chimique risque d'engendrer des réactions violentes. 

Il est recommandé d'évaluer les informations existantes concernant le pouvoir irritant ou corrosif des produits 
chimiques pour les yeux en se fondant sur le poids de la preuve, afin d'établir la nécessité de réaliser des études 
supplémentaires, autres que des études oculaires in vivo, pour contribuer à 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 l'objet d'essais, il convient d'obtenir l'ensemble des 
données permettant d'évaluer le pouvoir corrosif ou irritant de la substance par une démarche séquentielle. La 
stratégie d'essai initiale décrite dans le présent supplément a été conçue lors d'un atelier de l'OCDE (1). Elle 
a ensuite été confirmée et étendue dans le Système harmonisé de classification intégrée des risques pour la santé 
humaine et l'environnement liés aux substances chimiques, adoptée par la vingt-huitième Réunion conjointe du 
Comité sur les produits chimiques et du Groupe de travail sur les produits chimiques en novembre 1998 (2), et 
mise à jour par un groupe d'experts de l'OCDE en 2011. 

Si cette stratégie d'essai séquentielle ne fait pas partie intégrante de la méthode d'essai B.5, elle constitue cependant 
la procédure recommandée pour déterminer l'effet irritant ou corrosif sur les yeux. Cette procédure représente à la 
fois la meilleure pratique et une référence éthique pour les essais in vivo dans ce domaine. La méthode d'essai décrit 
le mode opératoire de l'essai in vivo et récapitule les facteurs qui devraient être examinés avant d'entamer l'essai. La 
stratégie d'essai séquentielle indique comment évaluer les données existantes relatives aux propriétés irritantes ou 
corrosives des produit chimique pour l'œil en se fondant sur le poids de la preuve, et présente une stratégie à 
plusieurs niveaux permettant d'obtenir des données pertinentes sur les produits chimiques qui réclament d'autres 
études ou qui n'ont pas encore été étudiés. Cette démarche prescrit également de commencer par conduire des 
essais in vitro ou ex vivo validés et acceptés, puis, dans certaines circonstances, d'effectuer les études d'irritation/ 
corrosion cutanées exposées dans la méthode d'essai B.4 (3) (4). 

Description de la stratégie d'essai par étapes 

Avant d'entreprendre les essais inscrits dans la démarche expérimentale séquentielle (graphique), il convient 
d'évaluer toutes les informations disponibles afin d'établir la nécessité d'effectuer des essais oculaires in vivo. Bien 
que l'évaluation de certains paramètres particuliers puisse livrer des informations capitales (p. ex. un pH extrême), 
la totalité des informations existantes est prise en considération. Toutes les données pertinentes sur les effets du 
produit chimique en question, et de ses analogues structurels, seront examinées en vue d'une prise de décision 
fondée sur le poids de la preuve, décision qui fait l'objet de justification. Il convient d'accorder le plus de poids aux 
données humaines et animales existantes, puis aux résultats des essais in vitro ou ex vivo sur le produit chimique. Les 
études in vivo sur des substances corrosives devront être évitées autant que faire se peut. Les facteurs pris en compte 
dans la stratégie séquentielle sont repris ci-après: 

Évaluation des données humaines et/ou animales existantes et/ou des résultats d'essais in vitro obtenus par des 
méthodes validées et acceptées à l'échelle internationale (Étape 1). 
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En premier lieu, on examinera les données humaines existantes, notamment les études cliniques et en milieu profes
sionnel ainsi que les rapports de cas, et/ou les résultats d'essais oculaires sur des animaux et/ou les données issues 
de méthodes d'essai in vitro du pouvoir irritant/corrosif sur l'œil validées et acceptées à l'échelle internationale, car 
ils fournissent des informations directement liées aux effets sur l'œil. On analysera ensuite les données disponibles 
provenant d'essais de corrosion/irritation cutanées sur les humains et/ou les animaux, et/ou de méthodes d'essai in 
vitro de l'effet corrosif sur la peau validées et acceptées à l'échelle internationale. Les produits chimiques dont le 
pouvoir corrosif ou fortement irritant pour les yeux est avéré ne sont pas instillés dans les yeux des animaux; pas 
plus que les produits chimiques corrosifs ou fortement irritants pour la peau, qui seront également considérés 
comme corrosifs et/ou irritants pour les yeux. Les produits chimiques dont le caractère non corrosif et non irritant 
a été suffisamment démontré par des études déjà réalisées sur l'œil ne font pas non plus l'objet d'essais oculaires in 
vivo. 

Analyse des relations structure-activité (RSA) (Étape 2). 

S'ils sont disponibles, les résultats d'essais sur des produits chimiques structurellement proches sont pris en considé
ration. S'il existe des données humaines et/ou animales suffisantes sur des substances structurellement proches ou 
sur des mélanges de ces substances pour attester leur pouvoir corrosif ou irritant, on peut supposer que le produit 
chimique étudié provoquera les mêmes réactions. Auquel cas, il n'est plus forcément nécessaire de tester le produit 
chimique. Les données négatives issues d'études de substances structurellement proches ou de mélanges de ces 
substances n'offrent pas une preuve suffisante de l'effet non corrosif ou non irritant d'un produit chimique dans le 
cadre de la stratégie d'essai séquentielle. On déterminera son pouvoir corrosif ou irritant pour la peau et les yeux 
en appliquant une méthode d'analyse RSA validée et acceptée. 

Propriétés physicochimiques et réactivité chimique (Étape 3). 

Les produits chimiques présentant des pH extrêmes, à savoir ≤ 2,0 et ≥ 11,5, sont susceptibles d'induire de fortes 
réactions locales. Si une valeur de pH extrême est un indice de poids quant au caractère corrosif ou irritant d'un 
produit chimique pour l'œil, sa réserve acide/alcali (pouvoir tampon) est également pris en compte (5) (6) (7). Si le 
pouvoir tampon suggère que le produit chimique pourrait ne pas être corrosif pour l'œil (produits chimiques 
présentant un pH extrême et une faible réserve acide/alcaline), d'autres essais seront mis en œuvre pour confirmer 
cette hypothèse, idéalement un essai in vitro ou ex vivo validé et accepté (voir paragraphe 10). 

Prise en considération des autres informations existantes (Étape 4). 

À ce stade, il y a lieu d'évaluer toutes les informations disponibles sur la toxicité systémique par voie cutanée. La 
toxicité cutanée aiguë du produit chimique d'essai est aussi à prendre en considération. Si l'on a constaté que le 
produit chimique d'essai est très toxique par voie cutanée, il n'est plus toujours nécessaire de le tester dans l'œil. 
Bien que la toxicité cutanée aiguë n'implique pas automatiquement un effet irritant ou corrosif sur l'œil, on peut 
supposer que si un produit chimique est fortement toxique par voie cutanée, son instillation dans l'œil déclenchera 
aussi un effet toxique. Ces données peuvent également être examinées entre la deuxième et la troisième étape 

Évaluation du pouvoir corrosif du produit chimique sur la peau, si les dispositions réglementaires l'exigent 
(Étape 5). 

Les éventuels effets corrosifs et fortement irritants sur la peau seront d'abord évalués conformément à la méthode 
d'essai B.4 (4) et son supplément (8), qui prescrivent le recours à des méthodes d'essai in vitro de corrosion cutanée 
validées et acceptées à l'échelle internationale (9) (10) (11). Si le produit chimique s'avère corrosif ou fortement 
irritant pour la peau, on pourra également considérer qu'il aura le même effet sur l'œil. Par conséquent, il ne fera 
pas l'objet d'essais supplémentaires. Si le produit chimique n'est ni corrosif ni fortement irritant pour la peau, il 
convient de pratiquer un essai in vitro ou ex vivo sur les yeux. 

Résultats des essais in vitro ou ex vivo (Étape 6). 

Les produits chimiques qui se sont révélés corrosifs ou fortement irritants à l'issue d'essais in vitro ou ex vivo (12) 
(13) validés et acceptés à l'échelle internationale spécifiquement pour l'évaluation de la corrosion et de l'irritation 
oculaires n'ont pas besoin d'être testés sur les animaux. Il est très vraisemblable que ces produits chimiques 
produiront des effets aussi prononcés in vivo. S'il ne dispose pas d'un d'essai in vitro ou ex vivo validé et accepté, 
l'expérimentateur passera directement à la septième étape. 

28.4.2017 L 112/18 Journal officiel de l'Union européenne FR     



Essai in vivo sur le lapin (Étapes 7 et 8). 

L'essai oculaire in vivo débute par un essai initial mené sur un seul animal. Si les résultats de cet essai indiquent que 
le produit chimique exerce un effet corrosif ou fortement irritant sur les yeux, l'expérience s'arrête là. Si cet essai ne 
fait apparaître aucun effet corrosif ou fortement irritant, un essai de confirmation est pratiqué sur deux animaux 
supplémentaires. D'autres essais peuvent s'avérer nécessaires en fonction des résultats de l'essai de confirmation. 
[voir méthode d'essai B.5]  
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PROCÉDURE D'ESSAI ET D'ÉVALUATION DE L'IRRITATION ET DE LA CORROSION OCULAIRES  

Activité Résultat Conclusion 

1 Examiner les données humaines et/ou animales 
existantes, et/ou les données in vitro obtenues 
par des méthodes validées et acceptées à 
l'échelle internationale montrant des effets sur 
les yeux 

Lésions oculaires sévères Critère décisif; produit chimique considéré 
comme corrosif pour l'œil. Aucun essai 
nécessaire. 

Effet irritant pour l'œil Critère décisif; produit chimique considéré 
comme irritant pour l'œil. Aucun essai 
nécessaire. 

Effet ni corrosif ni irritant 
pour l'œil 

Critère décisif; produit chimique considéré 
comme non corrosif et non irritant pour 
l'œil. Aucun essai nécessaire. 

Examiner les données humaines et/ou animales 
existantes et/ou les données in vitro obtenues 
par des méthodes validées et acceptées à 
l'échelle internationale montrant des effets cor
rosifs pour la peau 

Effet corrosif pour la peau Produit chimique supposé corrosif pour l'œil. 
Aucun essai nécessaire. 

Examiner les données humaines et/ou animales 
existantes et/ou les données in vitro obtenues 
par des méthodes validées et acceptées à 
l'échelle internationale montrant des effets for
tement irritants pour la peau 

Effet fortement irritant 
pour la peau 

Produit chimique supposé irritant pour l'œil. 
Aucun essai nécessaire 

#

Pas d'information disponible ou informations non 
concluantes   

#

2 Procéder à une analyse RSA pour la corrosion 
et l'irritation oculaires 

Lésions oculaires sévères 
prévisibles 

Produit chimique supposé corrosif pour l'œil. 
Aucun essai nécessaire. 

Irritation oculaire prévisible Produit chimique supposé irritant pour l'œil. 
Aucun essai nécessaire. 

Envisager une analyse RSA pour la corrosion 
cutanée 

Corrosion cutanée 
prévisible 

Produit chimique supposé corrosif pour l'œil. 
Aucun essai nécessaire. 

#

Effet impossible à prédire ou prédiction incertaine 
ou négative   

#

3 Mesurer le pH (et le pouvoir tampon, le cas 
échéant) 

pH ≤ 2 ou ≥ 11,5 (avec un 
pouvoir tampon élevé, le 
cas échéant) 

Produit chimique supposé corrosif pour l'œil. 
Aucun essai nécessaire. 

#

2 < pH < 11,5, ou pH ≤ 2,0 ou ≥ 11,5 avec 
pouvoir tampon faible ou nul, le cas échéant   

#
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Activité Résultat Conclusion 

4 Examiner les données existantes sur la toxicité 
systémique par voie cutanée 

Toxicité aiguë aux 
concentrations utilisées 
dans l'essai oculaire. 

Le produit chimique sera trop toxique pour 
être testé. Aucun essai nécessaire. 

#

Informations non disponibles, ou le produit 
chimique n'est pas très toxique   

#

5 Procéder à un essai de corrosion cutanée 
conforme à la démarche expérimentale indi
quée dans le chapitre B.4 de la présente annexe 
si la réglementation l'exige également 

Effet corrosif ou fortement 
irritant 

Produit chimique supposé corrosif pour l'œil. 
Aucun essai supplémentaire nécessaire. 

#

Produit chimique ni corrosif ni fortement irritant 
pour la peau   

#

6 Procéder à un ou plusieurs essais oculaires in 
vitro ou ex vivo validés et acceptés 

Effet corrosif ou fortement 
irritant 

Produit chimique supposé corrosif ou 
fortement irritant pour l'œil, à condition que 
l'essai effectué détecte les produits chimiques 
corrosifs et fortement irritants et que le 
produit chimique d'essai entre dans son 
domaine d'applicabilité. Aucun essai 
supplémentaire nécessaire. 

Effet irritant Produit chimique supposé irritant pour l'œil, 
à condition que le ou les essais effectués 
détectent correctement les produits chimiques 
corrosifs, irritants et fortement irritants et que 
le produit chimique d'essai entre dans leur 
domaine d'applicabilité. Aucun essai 
supplémentaire nécessaire. 

Pas d'effet irritant Produit chimique supposé non irritant pour 
l'œil, à condition que le ou les essais effectués 
détectent correctement les produits chimiques 
non irritants, les distinguent efficacement des 
produits chimiques corrosifs, irritants et 
fortement irritants pour l'œil, et que le 
produit chimique d'essai entre dans leur 
domaine d'applicabilité. Aucun essai 
supplémentaire nécessaire. 

#

Le ou les essais oculaires in vitro ou ex vivo validés 
et acceptés ne permettent pas de conclure   

#

7 Procéder sur un seul animal à un essai initial 
in vivo sur œil de lapin 

Lésions oculaires sévères Produit chimique considéré comme corrosif 
pour l'œil. Aucun essai supplémentaire 
nécessaire. 

#

Pas de lésions sévères, ou aucun effet   

#
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Activité Résultat Conclusion 

8 Procéder à un essai de confirmation sur un ou 
deux animaux supplémentaires 

Effet corrosif ou irritant Produit chimique considéré comme corrosif 
ou irritant pour l'œil. Aucun essai 
supplémentaire nécessaire. 

Effet ni corrosif ni irritant Produit chimique considéré comme non 
irritant et non corrosif pour l'œil. Aucun essai 
supplémentaire nécessaire.      

BIBLIOGRAPHIE  

(1) OCDE (1996), OECD Test Guidelines Programme: Final Report of the OECD Workshop on Harmonization of 
Validation and Acceptance Criteria for Alternative Toxicological Test Methods, Atelier organisé à Solna (Suède) les 22 
— 24 janvier 1996 (http://www.oecd.org/ehs/test/background.htm).  

(2) OCDE (1998), Harmonized Integrated Hazard Classification System for Human Health and Environmental Effects of 
Chemical Substances, adopté par la 28e Réunion conjointe du Comité des produits chimiques et du Groupe de 
travail sur les produits chimiques, novembre 1998 (http://www.oecd.org/ehs/Class/HCL6.htm).  

(3) Worth, A.P. et Fentem J.H. (1999), A General Approach for Evaluating Stepwise Testing Strategies,. ATLA 27, 
161-177.  

(4) Chapitre B.4 de la présente annexe, Toxicité aiguë: irritation/corrosion cutanée.  

(5) Young, J.R. et autres (1988), Classification as Corrosive or Irritant to Skin of Preparations Containing Acidic 
or Alkaline Substance Without Testing on Animals, Toxicol. In Vitro, 2, 19 — 26.  

(6) Fentem, J.H., Archer, G.E.B., Balls, M., Botham, P.A., Curren, R.D., Earl, L.K., Edsail, D.J., Holzhutter, H.G. and 
Liebsch, M. (1998) The ECVAM international validation study on in vitro tests for skin corrosivity. 2. Results 
and evaluation by the Management Team. Toxicology in Vitro 12, pp.483 — 524.  

(7) Neun, D.J. (1993), Effects of Alkalinity on the Eye Irritation Potential of Solutions Prepared at a Single pH. J. 
Toxicol. Cut. Ocular Toxicol. 12, 227 — 231.  

(8) Supplément au chapitre B.4 de la présente annexe, Démarche expérimentale séquentielle pour les essais 
d'irritation et de corrosion cutanées.  

(9) Chapitre B.40 de la présente annexe, Corrosion cutanée in vitro: Essai de résistance électrique transcutanée (RET).  

(10) Chapitre B.40bis de la présente annexe, Corrosion cutanée in vitro: Essai sur modèle de peau humaine.  

(11) OCDE (2006), Essai no 435: Méthode d'essai in vitro sur membrane d'étanchéité pour la corrosion cutanée, Lignes 
directrices de l'OCDE pour les essais de produits chimiques, Section 4, OCDE Paris.  

(12) Chapitre B.47 de la présente annexe, Méthode d'essai d'opacité et de perméabilité de la cornée bovine pour 
l'identification i) des produits chimiques provoquant des lésions oculaires graves et ii) des produits chimiques 
ne relevant d'aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave  

(13) Chapitre B.48 de la présente annexe, Méthode d'essai sur œil de poulet isolé pour l'identification i) des 
produits chimiques provoquant des lésions oculaires graves et ii) des produits chimiques ne relevant d'aucune 
classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave.» 

28.4.2017 L 112/22 Journal officiel de l'Union européenne FR     

http://www.oecd.org/ehs/test/background.htm
http://www.oecd.org/ehs/Class/HCL6.htm


 

B.6. SENSIBILISATION CUTANÉE 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Remarques 

La sensibilité des essais et leur capacité à détecter les substances 
susceptibles d'entraîner une sensibilisation cutanée chez l'homme 
sont des critères importants dans un système de classification de la 
toxicité établi à des fins de santé publique. 

Il n'existe pas de méthode d'essai unique qui permette d'identifier de 
manière adéquate toutes les substances ayant un potentiel de sensi
bilisation cutanée pour l'homme et qui puisse être appliquée à toutes 
les substances. 

Divers facteurs tels que les caractéristiques physiques d'une subs
tance, y compris son pouvoir de pénétration cutanée, doivent être 
pris en considération lors du choix de l'essai. 

Deux types d'essai utilisant des cobayes ont été développés: d'une 
part, les essais avec adjuvant dans lesquels l'état est potentialisé par 
la dissolution ou la mise en suspension dans de l'adjuvant complet de 
Freund (ACF) de la substance à tester, et d'autre part les essais sans 
adjuvant. 

Les essais avec adjuvant ont généralement un meilleur pouvoir 
prédictif du potentiel sensibilisant cutanée de la substance testée 
avec plus de précision que les méthodes qui n'utilisent pas l'adjuvant 
complet de Freund. C'est la raison pour laquelle leur utilisation est 
préférable. 

L'essai de maximalisation chez le cobaye (GPMT: Guinea Pig Maxi
misation Test) est un essai avec adjuvant très répandu. Bien qu'il 
existe plusieurs autres méthodes pour détecter le potentiel de sensi
bilisation cutanée, le GPMT est l'essai avec adjuvant de prédilection. 

Les essais sans adjuvant (l'essai de Buehler étant préférable) sont 
considérés comme moins sensibles vis-à-vis de nombreuses classes 
de produits chimiques. 

Dans certains cas, l'essai de Buehler qui consiste en une application 
topique, peut s'avérer préférable à l'essai de maximalisation qui 
nécessite une injection intradermique. L'utilisation de l'essai de 
Buehler doit être scientifiquement justifiée. 

L'essai de maximalisation chez le cobaye (GMPT) et l'essai de 
Buehler sont décrits dans cette méthode. D'autres méthodes 
peuvent être utilisées, à condition qu'elles soient correctement vali
dées et que leur utilisation soit scientifiquement justifiée. 

Si un résultat positif est obtenu dans un test de dépistage reconnu, 
une substance peut être considérée comme un sensibilisant potentiel 
et il peut ne pas être nécessaire de réaliser un essai complémentaire 
sur le cobaye. Cependant si un résultat négatif est obtenu dans un tel 
test de dépistage, un essai sur le cobaye doit être effectué en utilisant 
la procédure décrite dans la présente méthode d'essai. 

Voir également introduction générale, partie B. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 266



 

1.2. DÉFINITIONS 

La sensibilisation cutanée (dermite allergique de contact) est une 
réaction immunologique cutanée à une substance. Chez l'homme, 
la réaction peut se caractériser par un prurit, un érythème, un 
#dème, des vésicules, des bulles ou une association de ces manifes
tations. Dans les autres espèces, la réaction peut différer et prendre 
uniquement la forme d'un érythème ou d'un #dème. 

Exposition d'induction: exposition expérimentale d'un sujet à une 
substance dans le but d'induire une hypersensibilité. 

Période d'induction: période d'au moins une semaine consécutive à 
l'exposition d'induction, au cours de laquelle une hypersensibilité 
peut s'installer. 

Exposition de déclenchement: exposition expérimentale, après 
période d'induction, d'un sujet préalablement exposé à la substance, 
dans le but de vérifier si le sujet présente une réaction d'hypersen
sibilité. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

La sensibilité et la fiabilité de la technique expérimentale utilisée 
doivent être vérifiées tous les six mois à l'aide de substances ayant 
des propriétés connues de sensibilisation cutanée faible à modérée. 

Pour un essai conduit selon les règles, les substances faiblement ou 
moyennement sensibilisantes provoquent normalement une réaction 
d'au moins 30 % dans les méthodes avec adjuvant et 15 % dans les 
méthodes sans adjuvant. 

Les substances suivantes seront de préférence utilisées: 

Numéro CAS Numéro EINECS Dénomination EINECS Dénomination usuelle 

101-86-0 202-983-3 -hexylcinnamaldéhyde -hexylcinnamaldéhyde 

149-30-4 205-736-8 benzothiazole-2-thiol (mercap
tobenzothiazole) 

kaptax 

94-09-7 202-303-5 benzocaïne nordcaïne 

Dans certaines circonstances dûment justifiées, il est possible d'uti
liser d'autres substances répondant aux critères ci-dessus. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Les animaux d'expérience sont dans un premier temps exposés à la 
substance à tester par une injection intradermique et/ou une applica
tion épidermique (exposition d'induction). Après une période de 
repos de 10 à 14 jours (période d'induction) au cours de laquelle 
une réaction immunitaire peut se produire, les animaux sont exposés 
à une dose de déclenchement. L'étendue et le degré de la réaction 
cutanée des animaux sont alors comparées à celles de la réaction 
observée chez les animaux témoins qui ont reçu un placebo lors de 1 
induction et qui ont été soumis à l'exposition de déclenchement. 

1.5. DESCRIPTION DES MÉTHODES D'ESSAI 

Si l'élimination de la substance à tester s'avère nécessaire, ceci doit 
être fait en utilisant de l'eau ou un solvant approprié afin de ne pas 
modifier la réaction existante ou l'intégrité de l'épiderme. 
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1.5.1. Essai de maximalisation chez le cobaye (GMPT) 

1.5.1.1. P r é p a r a t i o n 

De jeunes cobayes albinos, sains, sont acclimatés aux conditions du 
laboratoire pendant au moins cinq jours avant le début de l'essai. 
Avant l'essai, les animaux sont répartis au hasard en lots à traiter et 
lots témoins. Les poils sont tondus, rasés ou épilés chimiquement 
selon la méthode utilisée. Il faut veiller à ne pas érafler la peau. Les 
animaux sont pesés avant le début et à la fin de l'essai. 

1.5.1.2. C o n d i t i o n s d e l ' e s s a i 

1.5.1.2.1. Animaux d'expérience 

Souches de cobayes albinos couramment utilisées en laboratoire. 

1.5.1.2.2. Nombre et sexe 

On peut utiliser des animaux de l'un ou l'autre sexe. Si l'on utilise 
des femelles, elles doivent être nullipares et non gravides. 

Le lot traité comprend au minimum 10 animaux et le lot témoin, au 
moins 5. Si le lot traité comprend moins de 20 animaux et le lot 
témoin moins de 10, et qu'il n'est pas possible de conclure que la 
substance à tester est un agent sensibilisant. Dans ce cas, il est 
fortement recommandé d'utiliser d'autres animaux afin d'arriver à 
un total d'au moins 20 animaux d'essai et 10 animaux témoins. 

1.5.1.2.3. Doses 

La concentration de substance utilisée pour chaque exposition d'in
duction doit être bien tolérée par l'organisme des animaux et doit 
correspondre à la concentration maximale entraînant une irritation 
cutanée légère à modérée. La concentration utilisée pour l'exposition 
de déclenchement doit correspondre à la concentration maximale 
n'entraînant pas d'irritation. Si nécessaire, les concentrations appro
priées peuvent être déterminées à partir d'un essai pilote impliquant 
deux ou trois animaux. À cet effet, il convient d'utiliser des animaux 
traités par l'adjuvant complet de Freund. 

1.5.1.3. M o d e o p é r a t o i r e 

1.5.1.3.1. Induction 

Jour 0 � lot traité 

Trois séries de deux injections intradermiques d'un volume de 0,1 ml 
chacune sont pratiquées dans la région scapulaire préalablement 
débarrassée de ses poils, de part et d'autre de la ligne médiane. 

Injection 1: mélange 1:1 (v/v) adjuvant complet de Freund/eau ou 
sérum physiologique 

Injection 2: la substance à tester dans un véhicule adéquat, à la 
concentration sélectionnée 

Injection 3: la substance à tester à la concentration voulue, mélangée 
dans un rapport 1:1 (v/v) à de l'adjuvant complet de Freund ou du 
sérum physiologique. 

Pour l'injection 3, les substances hydrosolubles sont dissoutes dans la 
phase aqueuse avant d'être mélangées avec l'adjuvant complet de 
Freund. Les substances liposolubles ou insolubles sont d'abord 
mises en suspension dans 1 adjuvant complet de Freund, puis 
mises en phase aqueuse. La concentration finale de la substance à 
tester doit être égale à celle utilisée pour l'injection 2. 
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Les injections 1 et 2 sont pratiquées à proximité l'une de l'autre et le 
plus près possible de la tête, tandis que l'injection 3 est effectuée vers 
la partie caudale de la zone d'essai. 

Jour 0 � lot témoin 

Trois séries de deux injections intradermiques d'un volume de 0,1 ml 
chacune sont réalisées aux mêmes endroits que chez les animaux 
traités. 

Injection 1: mélange 1:1 (v/v) adjuvant complet de Freund/eau ou 
sérum physiologique 

Injection 2: le véhicule non dilué 

Injection 3: formulation à 50 % du véhicule dans un mélange 1:1 
d'adjuvant complet de Freund/eau ou sérum physiologique. 

5 e � 7 e jour � lot traité et lot témoin 

Environ 24 heures avant l'application topique d'induction et si la 
substance ne provoque pas d'irritation cutanée, la zone d'essai 
rasée et/ou tondue est badigeonnée avec 0,5 ml de lauryl sulfate 
de sodium à 10 % dans de la vaseline, afin de créer une irritation 
locale. 

6 e � 8 e jour � lot traité 

La zone d'essai est à nouveau débarrassée de ses poils. Un papier 
filtre (2 x 4 cm) imprégné de la substance dans le véhicule approprié 
est appliqué sur la zone d'essai et maintenu en contact avec la peau à 
l'aide d'un pansement occlusif pendant 48 heures. Le choix du véhi
cule doit être justifié. Les substances solides sont réduites en poudre 
fine et incorporées dans un véhicule approprié; les substances 
liquides peuvent éventuellement être appliquées directement. 

6 e � 8 e jour � lot témoin 

La zone d'essai est à nouveau débarrassée de ses poils. Le véhicule 
seul est appliqué comme indiqué précédemment sur la zone d'essai et 
maintenu en contact avec la peau pendant 48 heures à l'aide d'un 
pansement occlusif. 

1.5.1.3.2. Déclenchement 

20 e � 22 ème jour � lot traité et lot témoin 

Les flancs des animaux traités et des animaux témoins sont débar
rassés de leurs poils. Un patch ou une cupule chargés de la substance 
à tester est appliquée sur un des flancs des animaux et, s'il y a lieu, 
un patch ou une cupule imprégnés uniquement du véhicule est appli
quée sur l'autre flanc. Les pastilles sont maintenues en contact avec 
la peau pendant 24 heures à l'aide d'un pansement occlusif. 

1.5.1.3.3. Observation et cotation: lot traité et lot témoin 

� Environ 21 heures après le retrait de la pastille, la zone étudiée 
est nettoyée et rasée et/ou tondue et épilée si nécessaire; 

� 3 heures plus tard environ (à peu près 48 heures après le début 
de l'application de déclenchement), la réaction cutanée est 
observée et cotée d'après l'échelle indiquée en annexe; 

� environ 24 heures après cette observation, on procède à 
une seconde observation (72 heures) et à une nouvelle cotation. 

Il est recommandé de procéder à une lecture en aveugle chez les 
animaux traités et les animaux témoins. 

S'il est nécessaire de préciser les résultats obtenus lors de la première 
exposition de déclenchement, une seconde exposition de déclenche
ment (c'est-à-dire redéclenchement), si nécessaire avec un nouveau 
lot témoin, sera envisagée environ une semaine après la première 
exposition. La nouvelle exposition de déclenchement peut également 
être effectuée sur le lot témoin initial. 
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Toutes les réactions cutanées et toutes les observations inhabituelles, 
y compris les réactions systémiques, résultant d'une exposition d'in
duction ou de déclenchement, doivent être observées et cotées 
d'après l'échelle de Magnusson/Kligman (voir annexe). D'autres tech
niques telles qu'un examen histopathologique ou la mesure de 
l'épaisseur du pli cutané peuvent être utilisées pour préciser les réac
tions douteuses. 

1.5.2. Essai de Buehler 

1.5.2.1. P r é p a r a t i o n 

De jeunes cobayes albinos, sains, sont acclimatés aux conditions du 
laboratoire pendant au moins cinq jours avant le début de l'essai. 
Avant l'essai, les animaux sont répartis au hasard en lots à traiter et 
lots témoins. Les poils sont coupés, rasés ou éventuellement épilés 
chimiquement selon la méthode utilisée. Il faut veiller à ne pas 
érafler la peau. Les animaux sont pesés avant le début et à la fin 
de l'essai. 

1.5.2.2. C o n d i t i o n s d e l ' e s s a i 

1.5.2.2.1. Animaux d'expérience 

Souches de cobayes albinos couramment utilisées en laboratoire. 

1.5.2.2.2. Nombre et sexe 

On peut utiliser des animaux de l'un ou l'autre sexe. Si l'on utilise 
des femelles, elles doivent être nullipares et non gravides. 

Le lot traité comprend au minimum 20 animaux et le lot témoin, au 
moins 10. 

1.5.2.2.3. Doses 

Pour chaque exposition d'induction, la concentration de substance à 
utiliser est la concentration maximale entraînant une irritation 
modérée mais non excessive. Pour l'exposition de déclenchement, 
la concentration à utiliser est la concentration maximale n'entraînant 
pas d'irritation. Si nécessaire, les concentrations appropriées peuvent 
être déterminées à partir d'un essai pilote impliquant deux ou trois 
animaux. 

Pour les substances hydrosolubles, il convient d'utiliser comme véhi
cule de l'eau ou une solution diluée non irritante de surfactant. Pour 
les autres substances, il est préférable d'utiliser un mélange d'éthanol 
à 80 % dans de l'eau pour l'induction, et de l'acétone pour le déclen
chement. 

1.5.2.3. M o d e o p é r a t o i r e 

1.5.2.3.1. Induction 

Jour 0 � lot traité 

Un des flancs des animaux est rasé. La compresse servant à réaliser 
le test est imprégnée de la substance à tester incorporée dans un 
véhicule approprié (le choix du véhicule doit être justifié; les subs
tances liquides peuvent au besoin être appliquées directement). La 
compresse est appliquée sur la zone d'essai et maintenue en contact 
avec la peau pendant 6 heures à l'aide d'un pansement occlusif ou 
d'une cupule et d'un pansement approprié. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 270



 

Le système doit être occlusif. Un tampon de ouate rond ou carré de 4 
à 6 cm 2 convient. Il est préférable d'utiliser un dispositif de conten
tion approprié pour garantir l'occlusion. Si l'on utilise des bandages, 
des expositions supplémentaires peuvent s'avérer nécessaires. 

Jour 0 � lot témoin 

Un des flancs des animaux est rasé. Le véhicule seul est appliqué de 
la façon décrite pour les animaux traités. La compresse servant à 
réaliser le test est maintenue en contact avec la peau pendant 6 
heures à l'aide d'un pansement occlusif ou d'une cupule et d'un 
pansement approprié. S'il peut être prouvé qu'il n'est pas nécessaire 
de simuler le traitement sur le lot témoin, cette étape peut être omise, 
un contrôle ne recevant rien peut être utilisé. 

6 e � 8 e jour et 13 e � 15 e jour � lot traité et lot témoin 

La même application que celle décrite au jour 0 est réalisée sur la 
même zone (débarrassée de ses poils si nécessaire) du même flanc au 
6 e � 8 e jour, puis à nouveau au 13 e � 15 e jour. 

1.5.2.3.2. Déclenchement 

27 e � 29 e jour � lot traité et lot témoin 

Le flanc non traité des animaux du lot traité et du lot témoin est rasé. 
Une compresse occlusive ou une cupule contenant la quantité appro
priée de la substance à tester, à la concentration maximale n'entraî
nant pas d'irritation, est appliquée sur la partie postérieure du flanc 
non traité des animaux du lot traité et du lot témoin. 

S'il y a lieu, on appliquera également une compresse occlusive ou 
une cupule ne contenant que le véhicule sur la partie antérieure du 
flanc non traité des animaux du lot traité et du lot témoin. Les 
compresses ou cupules sont maintenues en contact avec la peau à 
l'aide d'un pansement approprié pendant 6 heures. 

1.5.2.3.3. Observations et cotation 

� Environ 21 heures après le retrait de la compresse, la zone d'essai 
est débarrassée de ses poils; 

� environ trois heures plus tard (à peu près 30 heures après le 
début de l'exposition de déclenchement), la réaction cutanée est 
observée et cotée d'après l'échelle indiquée en annexe; 

� environ 24 heures après cette observation (soit environ 54 heures 
après l'exposition de déclenchement), la réaction cutanée est à 
nouveau observée et cotée. 

Il est recommandé d'effectuer une lecture en aveugle de la réaction 
dans le lot traité et le lot témoin. 

S'il est nécessaire de préciser les résultats obtenus lors de la première 
exposition de déclenchement, une seconde exposition de déclenche
ment, si nécessaire avec un nouveau lot témoin, sera envisagée 
environ une semaine après la première exposition. La nouvelle expo
sition de déclenchement peut également être effectuée sur le lot 
témoin initial. 
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Toutes les réactions cutanées et toutes les observations inhabituelles, 
y compris les réactions systémiques, résultant d'une exposition d'in
duction ou de déclenchement (c'est-à-dire de redéclenchement), 
doivent être consignées et cotées d'après l'échelle de Magnusson/ 
Kligman (voir annexe). D'autres techniques telles qu'un examen 
histopathologique ou la mesure de l'épaisseur du pli cutané 
peuvent être utilisées pour préciser les réactions douteuses. 

2. RÉSULTATS (GMPT ET ESSAI DE BUEHLER) 

Les résultats sont récapitulés sous forme de tableaux indiquant, pour 
chaque animal, la réaction cutanée lors de chaque observation. 

3. COMPTE RENDU (GMPT ET ESSAI DE BUEHLER) 

Lorsqu'un test de dépistage [par exemple essai local sur ganglions 
lymphatiques (LLNA), essai de gonflement de l'oreille de souris 
(MEST)], est effectué préalablement à l'essai sur le cobaye, il 
convient d'en fournir la description ou la référence, ainsi que les 
détails du mode opératoire et les résultats obtenus avec la substance 
à tester et les substances de référence. 

Procès-verbal d'essai (GMPT et essai de Buehler) 

Le procès-verbal d'essai contiendra, si possible, les renseignements 
suivants: 

Animaux d'expérience: 

� souche de cobayes utilisée, 

� nombre, âge et sexe des animaux, 

� origine, conditions d'hébergement, régime alimentaire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l'essai. 

Conditions expérimentales: 

� technique de préparation du site d'application, 

� détails sur les matériaux utilisés pour l'application et la technique 
d'application, 

� résultats de l'étude pilote et conclusions concernant les concen
trations d'induction et de déclenchement à utiliser dans l'essai, 

� détails concernant la préparation, l'application et l'élimination de 
la substance à tester, 

� justification du choix du véhicule, 

� concentrations du véhicule et de la substance à tester utilisées 
pour les expositions d'induction et de déclenchement, et quantité 
totale de substance appliquée pour l'induction et le déclenche
ment. 

Résultats: 

� résumé des résultats du dernier contrôle de sensibilité et de fiabi
lité (voir 1.3), y compris informations sur la substance, la 
concentration et le véhicule utilisés, 
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� toute observation effectuée sur chaque animal, cotations 
comprises, 

� description de la nature et de la gravité des effets observés, 

� toute observation histopathologique. 

Discussion des résultats 

Conclusions 

4. RÉFÉRENCES 

Cette méthode reprend la ligne directrice 406 de l'OCDE. 
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Appendice 

TABLEAU 

échelle de Magnusson et Kligman pour la cotation des réactions cutanées à 
une exposition de déclenchement 

0 = pas de modification apparente 

1 = érythème discret ou localisé 

2 = érythème modéré et confluent 

3 = érythème intense avec gonflement 
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B.7. ÉTUDE DE TOXICITÉ ORALE À DOSE RÉPÉTÉE PENDANT 28 
JOURS SUR LES RONGEURS 

INTRODUCTION 

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

2. L$OCDE a lancé en 1998 une activité prioritaire destinée à réviser les lignes 
directrices existantes et à en élaborer de nouvelles pour les essais et le 
dépistage des perturbateurs endocriniens (8). L$un des objectifs était de 
mettre à jour la ligne directrice de l$OCDE relative à l$«étude de toxicité 
orale à dose répétée pendant 28 jours sur les rongeurs» (407), en y intro
duisant des paramètres capables de détecter l$activité endocrinienne des 
substances d$essai. Le protocole a alors fait l$objet d$un programme inter
national approfondi chargé d$évaluer la pertinence et la praticabilité de ces 
paramètres additionnels, leur performance pour des produits chimiques à 
activité (anti)#strogénique, (anti)androgénique et (anti)thyroïdienne, leur 
reproductibilité intra- et inter-laboratoires et leur interférence avec les para
mètres requis par la version antérieure de la ligne directrice. Les très 
nombreuses données ainsi recueillies ont été rassemblées et évaluées en 
détail dans un rapport très complet de l$OCDE (9). La présente mise à 
jour de la méthode B.7 est le fruit de l$expérience et des résultats accumulés 
durant le programme international d$essais. Elle permet de mettre certains 
effets à médiation endocrinienne en perspective avec d$autres effets toxico
logiques. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITATIVES 

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

4. Les résultats de la présente méthode d$essai B.7 devraient servir à l$identi
fication des dangers et à l$évaluation des risques. Les résultats obtenus 
concernant les paramètres endocriniens devraient être interprétés à la 
lumière du «Cadre conceptuel de l$OCDE pour les essais et l$évaluation 
des produits chimiques perturbant le système endocrinien» (11). La méthode 
prévoit une étude basique de toxicité à dose répétée, pouvant être utilisée sur 
les produits chimiques pour lesquels une étude de 90 jours n$est pas justifiée 
(par exemple quand le volume de production ne dépasse pas certaines 
limites) ou préalablement à une étude à long terme. La durée d$exposition 
doit être de 28 jours. 
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5. Le programme international mené afin de valider les paramètres susceptibles 
de détecter l$activité endocrinienne d$une substance d$essai a montré que la 
qualité des données obtenues grâce à cette méthode d$essai B.7 dépendra 
beaucoup de l$expérience du laboratoire pratiquant les essais. Ce constat 
concerne spécifiquement la détermination histopathologique de changements 
cycliques dans les organes reproducteurs femelles et la détermination du 
poids des petits organes hormono-dépendants, difficiles à disséquer. Un 
document d$orientation a été élaboré en matière d$histopathologie (19). Il 
est disponible sur le site de l$OCDE à la rubrique consacrée aux lignes 
directrices pour les essais de produits chimiques. Il vise à aider les patho
logistes dans leurs investigations et à améliorer la sensibilité des essais. Un 
certain nombre de paramètres ont été identifiés comme indicateurs de toxi
cité endocrinienne et ont été ajoutés à la méthode d$essai. D$autres, dont 
l$utilité n$a pu être prouvée faute de données suffisantes ou dont la capacité 
à détecter les perturbateurs endocriniens a été insuffisamment démontrée par 
le programme de validation, sont proposés comme paramètres facultatifs 
(voir appendice 2). 

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

7. Par conséquent, l$absence d$effet lié à ces modes d$action ne peut constituer 
une preuve de l$absence d$effet sur le système endocrinien. En ce qui 
concerne les effets à médiation endocrinienne, la caractérisation des subs
tances ne doit donc pas s$appuyer uniquement sur les résultats de la présente 
méthode d$essai, mais doit être utilisée dans le cadre d$une démarche fondée 
sur le «poids de la preuve», combinant toutes les données existant sur un 
produit chimique pour caractériser son action potentielle sur le système 
endocrinien. C$est pourquoi la prise de décision réglementaire sur l$activité 
endocrinienne des produits chimiques (caractérisation des substances) doit 
adopter une méthode large ne s$appuyant pas sur les résultats de cette seule 
méthode d$essai. 

8. Il est entendu que toutes les procédures d$essai utilisant des animaux obéi
ront aux normes locales en vigueur sur le traitement à leur réserver; la 
description des soins et traitements prodigués aux animaux utilisés dans le 
présent essai correspond donc à des normes de performance minimales qui 
seront le cas échéant adaptées à la législation locale si celle-ci est plus 
stricte. D$autres recommandations sur l$humanité du traitement à réserver 
aux animaux ont été formulées par l$OCDE (14). 

9. L$appendice 1 présente les définitions utilisées. 

PRINCIPE DE L$ESSAI 

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

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Sélection de l"espèce animale 

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

Encagement et alimentation 

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

13. La nourriture doit être analysée régulièrement à la recherche de contami
nants. Un échantillon en sera conservé jusqu$à la finalisation du rapport. 

Préparation des animaux 

14. De jeunes animaux adultes sains sont répartis au hasard entre le groupe 
témoin et les groupes traités. Les cages doivent être placées de façon à 
réduire au minimum l$influence éventuelle de leur disposition sur les résul
tats. Les animaux sont identifiés individuellement et placés dans les cages au 
moins cinq jours avant le début de l$étude, pour leur permettre de s$accli
mater aux conditions du laboratoire. 

Préparation des doses 

15. La substance d$essai est administrée par gavage ou dans la nourriture ou 
l$eau de boisson, la méthode étant choisie en fonction de l$objectif de 
l$étude et des propriétés physico-chimiques, toxiques et cinétiques de la 
substance d$essai. 
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16. Lorsque cela s$avère nécessaire, la substance d$essai est dissoute ou mise en 
suspension dans un véhicule adéquat. On recommande, de privilégier, dans 
la mesure du possible, l$utilisation d$une solution ou d$une suspension 
aqueuse. À défaut, on peut utiliser une solution ou une suspension dans 
l$huile (par exemple l$huile de maïs) et finalement une solution dans d$au
tres véhicules. La toxicité des véhicules autres que l$eau doit être connue. La 
stabilité de la substance d$essai dans le véhicule doit être déterminée. 

PROTOCOLE 

Nombre et sexe des animaux 

17. Au moins 10 animaux (5 femelles et 5 mâles) doivent être utilisés pour 
chaque dose. Si on envisage d$euthanasier des animaux au cours de l$essai, 
il faut accroître le nombre d$animaux d$expérience du nombre d$animaux 
euthanasiés avant la fin de l$épreuve. On envisagera d$inclure un groupe 
satellite supplémentaire de 10 animaux (5 par sexe) dans le groupe témoin et 
dans le groupe traité à la plus forte dose, afin d$observer la réversibilité, la 
persistance, ou l$apparition tardive des effets toxiques, au moins 14 jours 
après le traitement. 

Dosage 

18. De manière générale, au moins trois groupes d$essai et un groupe témoin 
doivent être utilisés, mais si d$après l$évaluation des autres données aucun 
effet n$est attendu à la dose de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour, un essai 
limite peut être réalisé. S$il n$existe aucune donnée préalable, une étude 
préliminaire (animaux de la même souche et de la même provenance) 
peut être menée pour faciliter la détermination des doses à utiliser. Excep
tion faite de l$exposition avec la substance à tester, les animaux du groupe 
témoin doivent être traités d$une manière identique à ceux des groupes 
d$essai. Si un véhicule est employé pour administrer la substance d$essai, 
on administrera au groupe témoin le plus grand volume de véhicule utilisé. 

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

20. En cas d$observation d$une toxicité générale (par exemple réduction du 
poids corporel, effets sur le foie, le c#ur, les poumons ou les reins, etc.) 
ou d$autres modifications susceptibles de ne pas constituer une réponse 
toxique (par exemple diminution de la prise de nourriture, grossissement 
du foie), les effets observés sur les paramètres neurologiques, endocriniens 
ou liés au système immunitaire, devront être interprétés avec précaution. 

Essai limite 

21. Si un essai pratiqué avec une seule dose d$au moins 1 000 mg/kg de poids 
corporel/jour, ou, pour une administration par le biais de la nourriture ou de 
l$eau, d$un pourcentage équivalent de cette nourriture ou de cette eau (en 
fonction de la détermination du poids corporel), en suivant le mode opéra
toire décrit pour cette étude, ne produit aucun effet toxique observable et s$il 
n$y a pas de raison de penser que la substance soit toxique compte tenu des 
données dont on dispose au sujet de substances ayant une structure 
analogue, on peut considérer qu$il n$est pas nécessaire de réaliser une 
étude complète avec trois niveaux de dose. L$essai limite s$applique, sauf 
lorsque les données d$exposition humaine indiquent la nécessité d$utiliser 
une dose plus élevée. 
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Administration des doses 

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

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

Observations 

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

25. Les animaux doivent faire l$objet d$un examen clinique général au moins 
une fois par jour, de préférence aux mêmes heures, en prenant en considé
ration la période où les effets prévus devraient être les plus marqués après 
l$administration. L$état de santé des animaux doit être consigné. Au moins 
deux fois par jour, l$ensemble des animaux fait l$objet d$un constat de 
morbidité et de mortalité. 

26. Tous les animaux doivent faire l$objet d$un examen clinique détaillé, une 
fois avant la première exposition (pour pouvoir effectuer des comparaisons 
sur un même individu), et ensuite au moins une fois par semaine. Ces 
observations doivent être effectuées hors de la cage habituelle, sur une 
aire standard, de préférence toujours au même moment de la journée. 
Elles doivent être soigneusement consignées, de préférence en utilisant un 
système de cotation, explicitement défini par le laboratoire qui réalise l$es
sai. Il faudrait s$efforcer de minimiser les variations des conditions d$essai et 
prendre les dispositions nécessaires pour que les examens soient effectués 
par des observateurs n$ayant pas connaissance du traitement. Les symptômes 
relevés devraient couvrir les observations suivantes (sans que cette liste soit 
exhaustive): modifications de l$état de la peau, de la fourrure, des yeux, des 
muqueuses, apparition de sécrétions et d$excrétions, et de réactions 
neuro-végétatives (par exemple, sécrétion de larmes, horripilation, dimension 
de la pupille, respiration anormale). Il convient également de consigner les 
changements dans la démarche, la posture et les réactions à la manipulation 
ainsi que la présence de mouvements cloniques ou toniques, des comporte
ments stéréotypés (par exemple, toilettage excessif, parcours circulaires répé
titifs) ou comportements bizarres (par exemple, automutilation, marche à 
reculons) (2). 

27. Lors de la quatrième semaine d$exposition, il faut vérifier la réactivité 
sensorielle à différents types de stimuli (2) (stimuli auditifs, visuels et 
proprioceptifs, par exemple) (3) (4) (5), et évaluer la force de préhension 
(6) et l$activité motrice (7). On trouvera dans les références bibliographiques 
susmentionnées une description plus détaillée des modes opératoires. Toute
fois, on peut également utiliser d$autres modes opératoires que ceux qui 
figurent dans les références. 
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28. Les observations fonctionnelles réalisées au cours de la quatrième semaine 
d$exposition peuvent être omises lorsque l$essai sert d$étude préliminaire à 
une étude subchronique ultérieure (90 jours). Dans ce cas, les observations 
fonctionnelles devront être menées au cours de la seconde étude. Cela étant, 
les données tirées des observations fonctionnelles de l$étude à doses répétées 
peuvent faciliter la sélection des doses retenues pour l$étude subchronique 
ultérieure. 

29. À titre exceptionnel, les observations fonctionnelles peuvent aussi être 
omises pour des groupes qui par ailleurs présentent des symptômes de 
toxicité à un degré tel qu$ils interféreraient sensiblement avec le déroule
ment de l$essai fonctionnel. 

30. Lors de l$autopsie, le cycle #stral de l$ensemble des femelles peut être 
déterminé (facultatif) par frottis vaginal. Ces observations fourniront des 
informations sur le stade du cycle #stral atteint au moment de l$euthanasie 
et faciliteront l$évaluation histologique des tissus sensibles aux #strogènes 
[voir le guide d$orientations sur l$histopathologie (19)]. 

Poids corporel et consommation de nourriture et d"eau 

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

Hématologie 

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

33. Des échantillons de sang doivent être prélevés à un endroit spécifié juste 
avant ou pendant la procédure d$euthanasie des animaux, et stockés dans des 
conditions appropriées. Les animaux doivent avoir jeûné la nuit précédant 
l$euthanasie ( 1 ). 

Biochimie clinique 

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

35. À titre facultatif, on peut effectuer les analyses d$urine suivantes au cours de 
la dernière semaine de l$étude sur des échantillons d$urine prélevés à des 
moments déterminés: apparence, volume, osmolalité ou poids spécifique, 
pH, protéines, glucose, sang et cellules sanguines. 
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( 1 ) Il est préférable de faire jeûner les animaux durant la nuit qui précède la prise de sang 
pour un certain nombre de dosages dans le sérum et le plasma, surtout pour le dosage du 
glucose. Cette recommandation est principalement motivée par l$accroissement de varia
bilité qui découlerait inévitablement d$une non- observation du jeûne et qui tendrait à 
masquer des effets plus subtils, rendant de ce fait l$interprétation des résultats plus 
difficile. En revanche, l$observation du jeûne durant une nuit entière risque de perturber 
le métabolisme général des animaux et, notamment lors d$études où la substance d$essai 
est administrée dans la nourriture, risque de perturber l$exposition quotidienne à la 
substance d$essai. Si la pratique du jeûne durant la nuit est adoptée, les analyses de 
biochimie clinique doivent être réalisées après les observations fonctionnelles faites au 
cours de la quatrième semaine de l$étude.



 

36. Il faudrait envisager par ailleurs de rechercher dans le plasma ou le sérum 
des marqueurs de lésions générales des tissus. Si les propriétés connues de 
la substance d$essai risquent ou sont soupçonnées d$affecter certaines voies 
métaboliques, on devrait procéder à d$autres analyses, notamment celles du 
calcium, du phosphate, des triglycérides, d$hormones spécifiques et de la 
cholinestérase. La nécessité de ces analyses doit être déterminée pour 
certaines classes de produits chimiques ou au cas par cas. 

37. Bien que l$évaluation internationale des paramètres liés au système endocri
nien n$ait pas pu établir de façon claire l$intérêt de l$analyse des hormones 
thyroïdiennes (T3, T4) et de la TSH, il peut être utile de conserver des 
échantillons de plasma ou de sérum pour mesurer la T3, la T4 et la TSH 
(facultatif) s$il semble qu$un effet sur l$axe hypophyso-thyroïdien puisse 
exister. Ces échantillons pourront être congelés à - 20 °C pour être stockés. 
Les facteurs suivants peuvent influencer la variabilité et les concentrations 
absolues lors de l$analyse hormonale: 

� moment de l$euthanasie, en raison de la variation diurne des concen
trations hormonales, 

� méthode d$euthanasie, évitant de stresser inutilement les animaux, ce qui 
pourrait affecter leurs concentrations hormonales, 

� kits d$analyse hormonale pouvant différer par leurs courbes standards. 

L$identification définitive des substances chimiques actives sur le système 
thyroïdien s$appuiera de manière plus fiable sur l$analyse histopathologique 
que sur les niveaux hormonaux. 

38. Les échantillons de plasma destinés spécifiquement à l$analyse hormonale 
doivent être prélevés aux mêmes heures de la journée. Il est recommandé de 
prendre en considération les taux de T3, T4 et TSH provoqués par des 
altérations de l$histopathologie de la thyroïde. Les valeurs numériques obte
nues lors de l$analyse des concentrations hormonales diffèrent selon les kits 
d$essai du commerce utilisés. Il peut ainsi ne pas être possible de fournir des 
critères de performance fondés sur des données historiques homogènes. Pour 
pallier cet inconvénient, les laboratoires s$efforceront de maintenir les coef
ficients de variation en dessous de 25 pour la T3 et pour la T4 et de 35 pour 
la TSH. Toutes les concentrations doivent être exprimées en ng/ml. 

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

PATHOLOGIE 

Autopsie générale 

40. Tous les animaux utilisés dans l$étude feront l$objet d$une autopsie générale, 
complète et détaillée, qui comporte un examen approfondi de la surface 
externe du corps, de tous les orifices ainsi que des cavités crânienne, thora
cique et abdominale et de leur contenu. Le foie, les reins, les glandes 
surrénales, les testicules, les épididymes, l$ensemble formé par la prostate, 
les vésicules séminales et les glandes coagulantes, le thymus, la rate, le 
cerveau et le c#ur de tous les animaux (à l$exception des animaux mori
bonds et/ou euthanasiés avant la fin de l$essai) doivent être débarrassés, le 
cas échéant, de tout tissu adhérent et pesés à l$état frais dès que possible 
après la dissection, afin d$éviter leur dessiccation. Il convient d$enlever très 
soigneusement les tissus adhérents de l$ensemble de la prostate, de façon à 
éviter toute ponction de la vésicule séminale remplies de liquide. Une alter
native consistera à débarrasser la vésicule séminale et la prostate des tissus 
adhérents et de les peser après fixation. 
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41. De manière facultative, deux autres organes peuvent aussi être pesés dès que 
possible après la dissection, afin d$éviter leur dessiccation: les deux ovaires 
(poids frais) et l$utérus, y compris le col de l$utérus [des orientations sur 
l$ablation et la préparation des tissus utérins pour leur pesée sont données 
par la ligne directrice 440 de l$OCDE (18)]. 

42. Le poids de la thyroïde (facultatif) peut être déterminé après la fixation. 
L$élimination des tissus adhérents doit également s$opérer avec beaucoup de 
soin et seulement après la fixation pour éviter d$abîmer les tissus, et par là 
de compromettre l$analyse d$histopathologie. 

43. Les tissus suivants doivent être conservés dans le milieu de fixation le plus 
approprié compte tenu à la fois du type de tissu et des examens histopa
thologiques prévus (voir paragraphe 47): toutes les lésions macroscopiques, 
l$encéphale (les régions représentatives du cerveau comprenant les hémi
sphères cérébraux, le cervelet et la protubérance annulaire), la moelle 
épinière, les yeux, l$estomac, l$intestin grêle, le gros intestin (y compris 
les plaques de Peyer), le foie, les reins, les glandes surrénales, la rate, le 
c#ur, le thymus, la thyroïde, la trachée et les poumons (préservés par 
injection de fixateur, puis immergés), les gonades (testicules et ovaires), 
les organes génitaux auxiliaires (utérus et col de l$utérus, épididymes, pros
tate + vésicules séminales et glandes coagulantes), le vagin, la vessie, les 
ganglions lymphatiques [le ganglion lymphatique le plus proximal et un 
autre, en fonction de l$expérience du laboratoire (15)], un nerf périphérique 
(sciatique ou poplité interne), de préférence tout près du muscle, un muscle 
squelettique et un os, avec la moelle osseuse (coupe ou à défaut une ponc
tion examinée immédiatement). Il est recommandé de fixer les testicules par 
immersion dans un fixateur de Bouin ou de Davidson modifié (16) (17). 
L$albuginée du testicule doit être ponctionnée délicatement et superficielle
ment aux deux pôles de l$organe avec une aiguille pour permettre la péné
tration rapide du fixateur. Les résultats des observations cliniques et autres 
peuvent conduire à l$examen de tissus supplémentaires. En outre, il y a lieu 
de conserver tout organe qui pourrait être considéré comme un organe cible 
possible, eu égard aux propriétés connues de la substance d$essai. 

44. Les tissus suivants peuvent apporter des informations utiles sur les effets 
endocriniens: gonades (ovaires et testicules), organes génitaux auxiliaires 
(utérus et col de l$utérus, épididymes, vésicules séminales et glande coagu
lante, prostate dorsolatérale et ventrale), vagin, hypophyse, glande 
mammaire mâle, glande thyroïdienne et glande surrénale. Les changements 
survenant dans les glandes mammaires mâles n$ont pas encore été insuffi
samment documentés, mais ce paramètre peut s$avérer très sensible aux 
substances à action #strogénique. L$observation des organes/tissus non 
cités au paragraphe 43 est facultative (voir appendice 2). 

45. Le document d$orientation sur l$histopathologie (19) fournit des informa
tions supplémentaires sur la dissection, la fixation, le prélèvement et l$his
topathologie des tissus endocriniens. 

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

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

48. Toutes les lésions macroscopiques seront examinées. 

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

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Résultats 

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

51. Dans la mesure du possible, les résultats numériques devraient être évalués 
par une méthode statistique appropriée et largement reconnue. La compa
raison des effets au sein d$une même fourchette de dosage devrait éviter 
d$avoir à recourir à des tests de t multiples. Les méthodes statistiques 
devront être sélectionnées au stade de la conception de l$étude. 

52. À des fins de contrôle de la qualité, il est suggéré de recueillir des données 
de contrôle historiques et de calculer les coefficients de variation pour les 
données numériques, en particulier pour les paramètres liés à la détection 
des perturbateurs endocriniens. Ces données peuvent être utilisées à des fins 
comparatives lorsque des études réelles sont évaluées. 

Rapport d"essai 

53. Le rapport d$essai doit inclure les informations suivantes: 

Substance d!essai: 

� état physique, pureté et propriétés physico-chimiques, 

� données permettant l$identification chimique. 

Véhicule, le cas échéant: 

� justification du choix du véhicule, s$il est autre que l$eau. 

Animaux d!essai: 

� espèce/souche utilisée, 

� nombre, âge et sexe des animaux, 

� source, conditions d$encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l$essai, 

� justification du choix de l$espèce s$il ne s$agit pas de rat. 

Conditions d!essai: 

� justification du choix des doses, 

� description détaillée de la préparation de la substance à tester et/ou de 
son incorporation dans la nourriture, la concentration obtenue, la stabilité 
et l$homogénéité de la préparation, 
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� détails relatifs à l$administration de la substance d$essai, 

� conversion de la concentration de la substance d$essai dans la nourriture 
ou l$eau de boisson (en ppm) en dose réelle (mg/kg de poids corporel/ 
jour), s$il y a lieu, 

� détails concernant la qualité de la nourriture et de l$eau. 

Paramètres optionnels étudiés: 

� liste des paramètres facultatifs étudiés. 

Résultats: 

� poids corporel/variation du poids corporel, 

� consommation de nourriture et d$eau, le cas échéant, 

� données sur la réponse toxique par sexe et par dose et description des 
symptômes de toxicité, 

� nature, gravité et durée des observations cliniques (réversibles ou non), 

� évaluations de l$activité sensorielle, de la force de préhension et de 
l$activité motrice, 

� analyses de sang et valeurs normales de référence, 

� analyses de biochimie clinique et valeurs normales de référence, 

� poids corporel lors de l$euthanasie et poids des organes, 

� résultats d$autopsie, 

� description détaillée de tous les résultats des examens histopatholo
giques, 

� données relatives à l$absorption, si elles sont disponibles, 

� traitement statistique des résultats, s$il y a lieu. 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Activité antiandrogénique: capacité d$un produit chimique à supprimer l$action 
d$une hormone androgénique naturelle (par exemple la testostérone) chez un 
mammifère. 

Activité anti$strogénique: capacité d$un produit chimique à supprimer l$action 
d$une hormone #strogénique naturelle (par exemple l$#stradiol 17ß) chez un 
mammifère. 

Activité antithyroïdienne: capacité d$un produit chimique à supprimer l$action 
d$une hormone thyroïdienne naturelle (par exemple la T3) chez un mammifère. 

Activité thyroïdienne: capacité d$un produit chimique à agir comme une 
hormone thyroïdienne naturelle (par exemple la T3) chez un mammifère. 

Androgénicité: capacité d$un produit chimique à agir comme une hormone 
androgénique naturelle (par exemple la testostérone) chez un mammifère. 

CSENO: sigle pour «concentration (maximale) sans effet nocif observé», c$est-à- 
dire la dose la plus élevée à laquelle aucun effet nocif lié au traitement n$est 
observé. 

Dosage: terme général recouvrant la dose, sa fréquence et la durée de l$adminis
tration 

Dose: quantité de substance d$essai administrée. La dose est exprimée en poids 
de substance d$essai par unité de poids de l$animal d$expérience par jour (par 
exemple en mg/kg de poids corporel/jour), ou en concentration constante dans la 
nourriture. 

&strogénicité: capacité d$un produit chimique à agir comme une hormone 
#strogénique naturelle (par exemple l$#stradiol 17ß) chez un mammifère. 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 

Toxicité manifeste: terme général désignant des signes évidents de toxicité qui 
surviennent à la suite de l$administration d$une substance d$essai. Ces signes 
doivent être suffisants pour permettre l$évaluation des dangers et doivent être 
tels qu$on puisse s$attendre à ce qu$une augmentation de la dose administrée 
entraîne l$apparition de signes de toxicité grave et probablement la mort. 

Validation: processus scientifique destiné à caractériser les impératifs opération
nels et les limites d$une méthode d$essai et à démontrer sa fiabilité et sa perti
nence pour un objectif particulier. 
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Appendice 2 

Paramètres recommandés dans la méthode d"essai B.7 pour la détection des 
perturbateurs endocriniens 

Paramètres obligatoires Paramètres facultatifs 

Poids 

� Testicules 

� Épididymes 

� Glandes surrénales 

� Prostate + vésicules séminales et 
glandes coagulantes 

� Ovaires 

� Utérus, y compris col de l$utérus 

� Thyroïde 

Histopathologie 

� Gonades: 

� Testicules et 

� Ovaires 

� Organes sexuels auxiliaires: 

� Épididymes, 

� Prostate + vésicules séminales 
et glandes coagulantes 

� Utérus, y compris col de 
l$utérus 

� Glandes surrénales 

� Thyroïde 

� Vagin 

� Frottis vaginaux 

� Glandes mammaires mâles 

� Hypophyse 

Dosages hormonaux 

� Niveaux circulants de T3 et de T4 

� Niveaux circulants de TSH 
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B.8. TOXICITÉ SUBAIGUË PAR INHALATION: ÉTUDE SUR 28 
JOURS 

RÉSUMÉ 

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

INTRODUCTION 

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

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

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

3. Avant toute étude, le laboratoire d$essai devra prendre en compte toutes les 
informations disponibles sur la substance d$essai afin d$améliorer la qualité 
de l$étude et de recourir le moins possible aux animaux. Parmi les infor
mations utiles pour la détermination des concentrations d$essai appropriées, 
citons: l$identité, la structure chimique et les propriétés physico-chimiques 
de la substance d$essai; les résultats de tous les essais de toxicité in vitro ou 
in vivo auxquels elle a été soumise; son (ses) utilisation(s) escomptée(s) et 
les risques d$exposition humaine; les données (Q)SAR disponibles et les 
données toxicologiques sur les substances structurellement apparentées; ainsi 
que les données issues des essais de toxicité aiguë par inhalation. En cas de 
neurotoxicité, connue ou observée au cours de l$étude, le directeur de 
l$étude pourra décider d$inclure les évaluations jugées nécessaires, comme 
une batterie d$observations fonctionnelles (FOB) et des mesures de l$activité 
motrice. Bien que la durée des expositions par rapport à des examens 
spécifiques puisse être critique, l$exécution de ces activités supplémentaires 
n$interfère pas avec la conception de l$étude principale. 
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4. Les dilutions de substances corrosives ou irritantes peuvent être testées à des 
concentrations qui permettront d$atteindre le degré de toxicité désiré, voir 
document d$orientation 39 (2). Lors de l$exposition des animaux à ces 
substances, les concentrations cibles sont assez faibles pour ne causer ni 
souffrance manifeste ni détresse, mais suffisantes pour prolonger la courbe 
concentration-réponse jusqu$à des niveaux correspondant à l$objectif scien
tifique et règlementaire de l$essai. Le choix de ces concentrations est fait au 
cas par cas, de préférence sur la base d$une étude préliminaire de détermi
nation des concentrations, conçue de façon appropriée, et qui fournit des 
informations sur l$effet critique mesuré, un éventuel seuil d$irritation et le 
moment de son apparition (voir paragraphes 11-13). La justification du 
choix des concentrations est fournie. 

5. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou 
de détresse sévère et persistante sont euthanasiés. Les animaux moribonds 
sont pris en compte au même titre que ceux qui succombent au cours de 
l$essai. Le document d$orientation de l$OCDE sur les effets mesurés éthi
quement acceptables (3) détaille les critères orientant la décision d$euthana
sier les animaux moribonds ou en grande souffrance, et aide à reconnaître 
une mort prévisible ou imminente. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Sélection des espèces animales 

6. Le choix s$orientera vers de jeunes rongeurs adultes en bonne santé, de 
souches communément utilisées en laboratoire. Le rat étant l$espèce la 
plus utilisée, il faudra justifier l$emploi d$autres espèces. 

Préparation des animaux 

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

Conditions d"élevage des animaux 

8. Les animaux sont identifiés de façon individuelle, de préférence à l$aide de 
dispositifs sous-cutanés, afin de faciliter leur observation et d$éviter toute 
confusion. La température du local expérimental où les animaux sont 
conservés est maintenue à 22 ± 3 °C. Le taux d$humidité relative est idéa
lement maintenu entre 30 et 70 %, encore qu$il ne soit pas toujours possible 
de le faire si l$eau est utilisée comme véhicule. Avant et après exposition, 
les animaux sont généralement mis en cage en groupes par sexe et par 
concentration, mais le nombre d$animaux par cage ne fait pas obstacle à 
une observation précise de chaque animal, et n$engendrer qu$un minimum 
de pertes dues au cannibalisme et aux combats. Si les animaux sont exposés 
«nez seul», il peut être nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. 
Ceux-ci ne provoquent pas chez les animaux de stress excessif, qu$il soit de 
nature physique, thermique ou dû à leur immobilisation. Les contraintes 
qu$ils subissent peuvent en effet modifier les paramètres physiologiques 
mesurés de l$animal, comme sa température corporelle (hyperthermie) 
et/ou son volume respiratoire par minute. Si l$on dispose de données géné
riques montrant que de telles modifications ne se produisent pas de façon 
appréciable, alors la période d$adaptation préalable aux tubes de contention 
n$est pas nécessaire. Les animaux exposés «corps entier» à un aérosol sont 
enfermés individuellement pendant l$exposition pour les empêcher de filtrer 
l$aérosol d$essai grâce à la fourrure de leurs congénères. À l$exception des 
périodes d$exposition, le régime alimentaire des animaux est le régime 
classique et certifié de laboratoire, avec eau potable à satiété. L$éclairage 
est artificiel, la séquence d$éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 
heures d$obscurité. 
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Chambres d"inhalation 

9. Le choix de la chambre d$inhalation prend en compte la nature de la subs
tance d$essai et l$objet de l$essai. Le mode d$exposition «nez seul» (qui 
inclut les dispositifs «tête seule», «nez seul» et «museau seul») est privilé
gié. Le mode d$exposition «nez seul» est généralement choisi pour les 
études d$aérosols liquides ou solides et pour les vapeurs susceptibles de 
se condenser en aérosols. L$utilisation d$un mode d$exposition «corps 
entier» peut être préférable pour les besoins spécifiques de l$étude, mais 
cela est justifié dans le rapport de l$étude. Pour assurer la stabilité de 
l$atmosphère d$une chambre d$exposition «corps entier», on veillera à ce 
que le «volume» total des animaux d$expérience ne dépasse pas 5 % du 
volume de la chambre. Le document d$orientation 39 (2) décrit les principes 
des techniques d$exposition «corps entier» ou «nez seul», ainsi que leurs 
avantages et inconvénients spécifiques. 

ÉTUDES DE TOXICITÉ 

Concentrations limites 

10. Contrairement aux études de toxicité aiguë, aucune concentration limite 
n$est définie pour les études de toxicité subaiguë par inhalation sur 28 
jours. La concentration maximale testée prend en compte: 1) la concentra
tion maximale pouvant être atteinte, 2) le niveau d$exposition humaine 
correspondant au «pire des cas», 3) la nécessité de maintenir une alimenta
tion adéquate en oxygène, et/ou 4) le bien-être des animaux. En l$absence de 
limites fondées sur des données, les valeurs limites pour la toxicité aiguë du 
règlement (CE) n o 1272/2008 (13) peuvent être utilisées (c$est-à-dire jusqu$à 
une concentration maximale de 5 mg/l pour les aérosols, 20 mg/l pour les 
vapeurs et 20 000 ppm pour les gaz); voir document d$orientation 39 (2). 
S$il est nécessaire de dépasser ces limites lors d$essais de gaz ou de subs
tances d$essai hautement volatiles (comme les réfrigérants), une justification 
est produite. La concentration limite permet d$obtenir une toxicité sans 
équivoque, sans causer de stress excessif chez les animaux ni affecter leur 
longévité (3). 

Étude préliminaire de détermination des concentrations 

11. Avant le début de l$étude principale, une étude préliminaire de détermina
tion des concentrations peut s$avérer nécessaire. Plus complète qu$une étude 
d$observation, elle n$est pas limitée au choix des concentrations. Les 
connaissances acquises grâce à une étude préliminaire de détermination 
des concentrations peuvent conduire à la réussite de l$étude principale. En 
effet, une telle étude peut fournir des informations techniques sur les 
méthodes d$analyse, la taille des particules, la découverte de mécanismes 
de toxicité, les données histopathologiques et de pathologie clinique, et les 
estimations de la concentration sans effet nocif observé (CSENO) et de la 
concentration maximale acceptable (CMA) dans une étude principale. Le 
directeur d$étude peut décider de s$appuyer sur une étude préliminaire de 
détermination des concentrations pour identifier: le seuil d$irritation de l$ap
pareil respiratoire (par exemple avec une histopathologie de l$appareil 
respiratoire, des tests de la fonction pulmonaire ou des lavages bronchoal
véolaires), la concentration la plus élevée tolérée par les animaux sans 
provoquer de stress excessif, et les paramètres qui permettront de caracté
riser au mieux la toxicité de la substance d$essai. 

12. Une étude préliminaire de détermination des concentrations peut comporter 
un ou plusieurs niveaux de concentration. Pour chaque niveau de concen
tration, on exposera au maximum trois mâles et trois femelles. La durée 
d$une étude préliminaire de détermination des concentrations est d$au 
minimum 5 jours et ne pas excéder 14 jours en général. Il convient d$ex
poser dans le rapport d$étude les raisons du choix des concentrations rete
nues pour l$étude principale, dont l$objet est de démontrer une relation 
concentration-réponse basée sur l$effet mesuré le plus sensible auquel on 
s$attend. La concentration la plus faible n$engendre en principe aucune 
manifestation de toxicité, tandis que la concentration la plus élevée 
permet d$obtenir une toxicité sans équivoque, sans causer de stress excessif 
chez les animaux ni affecter leur longévité (3). 
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13. Lors du choix des niveaux de concentration pour l$étude préliminaire de 
détermination des concentrations, toutes les informations disponibles sont 
prises en compte, y compris les relations structure-activité et les données 
correspondant à des produits chimiques analogues (voir paragraphe 3). Une 
étude préliminaire de détermination des concentrations peut confirmer ou 
réfuter le choix des effets mesurés les plus sensibles selon des critères 
mécanistiques, comme l$inhibition de la cholinestérase par des composés 
organophosphorés, la formation de méthémoglobine par des agents cyto
toxiques d$isomérie érythro, les hormones thyroïdiennes (T3, T4) dans le 
cas de thyrotoxiques, les protéines, la LDH, ou les neutrophiles dans les 
lavages bronchoalvéolaires dans le cas de particules inoffensives faiblement 
solubles ou d$aérosols irritants pour les poumons. 

Étude principale 

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

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

� le niveau de concentration élevé produit des effets toxiques sans engen
drer de signes persistants ou la mort, ce qui empêcherait une évaluation 
valable des résultats, 

� le(s) niveau(x) de concentration intermédiaire(s) doi(ven)t être espacé(s) 
de manière à produire une gradation dans les effets toxiques observés 
avec une concentration faible et avec une concentration élevée, 

� le niveau de concentration faible ne produit quasiment aucune manifes
tation de toxicité. 

Étude satellite (étude de réversibilité) 

16. Une étude de réversibilité peut être utilisée pour mettre en évidence le 
caractère réversible, persistant ou retardé de la toxicité, pour une période 
post-traitement d$une durée appropriée d$au minimum 14 jours. Les groupes 
satellites sont constitués de cinq mâles et de cinq femelles exposés en même 
temps que les animaux d$expérience de l$étude principale. Ils sont exposés à 
la concentration la plus élevée de la substance d$essai. Il convient également 
de faire appel à un témoin concurrent (air) et, le cas échéant, à un témoin du 
véhicule (voir paragraphe 17). 
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Animaux témoins 

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

CONDITIONS D$EXPOSITION 

Administration des concentrations 

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

Répartition granulométrique 

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

Préparation de la substance d"essai dans un véhicule 

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

CONTRÔLE DES CONDITIONS D$EXPOSITION 

Débit d"air dans la chambre d"exposition 

21. Le débit d$air dans la chambre d$exposition est contrôlé avec soin, surveillé 
en continu et enregistré au moins toutes les heures pendant chaque exposi
tion. Le suivi en temps réel de la concentration de l$atmosphère d$essai (ou 
stabilité temporelle) constitue une mesure complète de tous les paramètres 
dynamiques et fournit un moyen indirect de contrôler tous les paramètres 
d$inhalation dynamiques pertinents. Si la concentration est suivie en temps 
réel, la fréquence peut être ramenée à une seule mesure du débit de l$air par 
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exposition et par jour. Un soin particulier est apporté à éviter toute reres
piration dans les chambres d$exposition «nez seul». La concentration d$oxy
gène est d$au moins 19 % et celle de dioxyde de carbone ne dépasser pas 
1 %. Si ces conditions ne peuvent être respectées, les concentrations d$oxy
gène et de dioxyde de carbone sont mesurées. Si les mesures du premier 
jour d$exposition montrent que la concentration de ces gaz est appropriée, 
aucune mesure complémentaire ne devrait être nécessaire. 

Température et humidité relative de la chambre d"exposition 

22. La température de la chambre d$exposition est maintenue à 22 ± 3 °C. Dans 
les cas d$exposition «nez seul» et «corps entier», l$humidité relative dans la 
zone où respire l$animal est autant que possible surveillée en continu et 
enregistrée toutes les heures pendant chaque exposition. L$humidité relative 
est de préférence comprise entre 30 et 70 %. Il est possible que ce taux ne 
puisse être atteint (par exemple lorsque la substance d$essai se présente sous 
forme de solution aqueuse), ou qu$il ne puisse être mesuré en raison d$inter
férences de la substance d$essai avec la méthode d$essai. 

Substance d"essai: concentration nominale 

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

Substance d"essai: concentration réelle 

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

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

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 293



 

26. L$atmosphère d$exposition est maintenue constante autant que possible. Un 
dispositif de suivi en temps réel, tel qu$un photomètre à aérosol pour les 
aérosols ou un analyseur d$hydrocarbures totaux pour les vapeurs, peut être 
utilisé pour démontrer la stabilité des conditions d$exposition. La concen
tration réelle dans la chambre est mesurée au moins 3 fois chaque jour 
d$exposition et pour chaque niveau d$exposition. En cas d$impossibilité en 
raison de débits d$air limités ou de faibles concentrations, l$utilisation d$un 
échantillon par période d$exposition est acceptée. En principe, cet échan
tillon est alors recueilli pendant la totalité de la période d$exposition. Les 
écarts entre la concentration dans chaque chambre et la concentration 
moyenne n$excèdent pas ± 10 % pour les gaz et vapeurs et ± 20 % pour 
les aérosols liquides ou solides. Il convient de calculer et de noter le temps 
d$équilibre dans la chambre d$exposition (t 95 ). La durée d$une exposition 
couvre le temps de production de la substance d$essai, y compris le temps 
nécessaire pour l$égalisation des concentrations dans la chambre d$exposi
tion (t 95 ) et leur déclin. Des indications pour l$estimation de t 95 sont fournies 
dans le document d$orientation 39 (2). 

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

Substance d"essai: répartition granulométrique 

28. La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum 
chaque semaine pour chaque niveau de concentration, à l$aide d$un impac
teur en cascade ou d$un autre instrument, comme un spectromètre de mesure 
de la taille des particules aérodynamiques (APS). Si les résultats obtenus 
avec l$impacteur en cascade et l$autre instrument se révèlent équivalents, ce 
dernier peut être utilisé tout au long de l$étude. 

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

30. Une répartition granulométrique est effectuée dans le cas des vapeurs, s$il 
est possible qu$une condensation de la vapeur conduise à la formation d$un 
aérosol, ou si des particules sont détectées dans une atmosphère de vapeur 
susceptible de présenter des phases mixtes. 

OBSERVATIONS 

31. Un examen clinique attentif des animaux est pratiqué avant, pendant, et 
après la période d$exposition. Des observations plus fréquentes peuvent 
être réalisées en fonction de la réponse des animaux pendant l$exposition. 
Lorsque l$observation des animaux s$avère difficile en raison des tubes de 
contention, du mauvais éclairage des chambres d$exposition «corps entier» 
ou d$atmosphères opaques, les animaux seront observés attentivement après 
l$exposition. Les observations effectuées avant l$exposition du lendemain 
peuvent permettre d$estimer une éventuelle réversibilité ou exacerbation 
des effets toxiques. 
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32. Toutes les observations sont enregistrées individuellement pour chaque 
animal. Quand des animaux sont retrouvés morts ou sont euthanasiés, 
l$heure de la mort est consignée le plus précisément possible. 

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

POIDS CORPOREL 

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

CONSOMMATION D$EAU ET DE NOURRITURE 

35. La quantité de nourriture consommée est mesurée une fois par semaine. La 
consommation d$eau peut également l$être. 

PATHOLOGIE CLINIQUE 

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

37. Le tableau 1 énumère les paramètres de pathologie clinique généralement 
requis pour toutes les études toxicologiques. Une analyse d$urine n$est pas 
nécessaire en règle générale, mais peut être réalisée si on l$estime utile 
d$après la toxicité probable ou observée. Afin de mieux caractériser la 
toxicité de la substance d$essai, le directeur de l$étude peut faire appel à 
d$autres paramètres (cholinestérase, lipides, hormones, équilibre 
acido-basique, méthémoglobine ou corps de Heinz, créatine kinase, 
rapport myéloïde/érythroïde, troponines, gaz du sang, lactate déshydrogé
nase, sorbitol déshydrogénase, glutamate déshydrogénase, gamma glutamyl 
transpeptidase, etc.). 

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 295



 

Tableau 1 

Paramètres standards de pathologie clinique 

Hématologie 

Nombre d$érythrocytes 

Hématocrite 

Concentration d$hémoglobine 

Teneur corpusculaire moyenne en 
hémoglobine 

Volume corpusculaire moyen 

Concentration corpusculaire moyenne 
d$hémoglobine 

Réticulocytes 

Nombre total de leucocytes 

Différentiel leucocytaire 

Nombre de plaquettes sanguines 

Potentiel de coagulation (en 
choisir un): 

� Temps de prothrombine 

� Temps de coagulation 

� Temps de thromboplastine 
partielle 

Chimie clinique 

Glucose (*) 

Cholestérol total 

Triglycérides 

Azote uréique dans le sang 

Bilirubine totale 

Créatinine 

Protéines totales 

Albumine 

Globuline 

Alanine aminotransférase 

Aspartate aminotransferase 

Phosphatase alcaline 

Potassium 

Sodium 

Calcium 

Phosphore 

Chlore 

Analyse d$urines (facultative) 

Apparence (couleur et turbidité) 

Volume 

Densité ou osmolarité 

pH 

Protéines totales 

Glucose 

Sang/cellules sanguines 

(*) Le directeur d$étude décidera si une période de jeûne est nécessaire ou non pour 
les animaux, une longue période de jeûne pouvant conduire à des mesures de 
glucose partiellement erronées pour les animaux traités par rapport aux animaux 
témoins. La période de jeûne est appropriée à l$espèce utilisée: pour le rat, elle 
peut être de 16 heures environ (jeûne pendant sa nuit). La détermination de la 
glycémie à jeun peut être effectuée après la période de jeûne de la nuit, pendant la 
dernière semaine d$exposition, ou après la période de jeûne de la nuit précédant 
l$autopsie (avec, dans ce dernier cas, tous les autres paramètres de pathologie 
clinique). 

38. Quand il est prouvé que les voies respiratoires basses (c$est-à-dire les 
alvéoles pulmonaires) sont le principal site de dépôt et de rétention, le 
lavage broncho-alvéolaire (LBA) peut alors être la technique de choix 
pour effectuer une analyse quantitative les paramètres de la relation 
dose-effet basée sur les hypothèses, en se concentrant sur l$alvéolite, l$in
flammation pulmonaire et la phospholipidose. Ceci permet d$étudier conve
nablement l$évolution de la relation dose-effet et du décours temporel d$une 
lésion alvéolaire. Le fluide du LBA peut être analysé en se basant sur le 
nombre total et différentiel de leucocytes, les protéines totales et la lactate 
déshydrogénase. D$autres paramètres peuvent également être considérés, 
comme ceux mettant en évidence une lésion lysosomale, une phospholipi
dose, une fibrose, une inflammation allergique ou irritante, laquelle peut 
inclure la détermination de cytokines ou de chimiokines 
pro-inflammatoires. Les mesures liées au LBA complètent souvent les résul
tats des examens histopathologiques sans toutefois s$y substituer. Des indi
cations sur la manière de réaliser un lavage de poumon sont disponibles 
dans le document d$orientation 39 (2). 
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MACROPATHOLOGIE ET POIDS DES ORGANES 

39. Tous les animaux d$expérience, y compris ceux morts au cours de l$essai et 
ceux écartés de l$étude pour des raisons de bien-être animal, subissent une 
exsanguination complète (si cela est possible) et une autopsie macrosco
pique. Il convient d$enregistrer le délai entre la fin de la dernière exposition 
de chaque animal et leur sacrifice. Lorsqu$un animal est découvert mort et 
que son autopsie n$est pas réalisable immédiatement, l$animal est réfrigéré 
(mais non congelé) à une température suffisamment basse pour minimiser 
l$autolyse. Les autopsies sont réalisées le plus tôt possible, en général dans 
un délai d$un à deux jours. Tous les changements macropathologiques sont 
enregistrés pour chaque animal en prêtant particulièrement attention aux 
voies respiratoires. 

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

Tableau 2 

Organes et Tissus à Conserver Pendant L"autopsie Macroscopique 

[Bulbe olfactif] 

Capsules surrénales 

Cerveau (y compris les tronçons du cortex 
cérébral et de la moelle/du pont) 

C$ur 

Estomac 

Foie 

Ganglions lymphatiques depuis la région 
hilaire du poumon, spécialement pour les 
substances d$essai particulaires peu solubles. 
Pour des examens plus approfondis et/ou des 
études à but immunologique, d$autres 
ganglions lymphatiques peuvent être envisa
gés, comme ceux des régions médiastinale, 
cervicale/submandibulaire et/ou auriculaire. 

Larynx (3 niveaux, dont 1 niveau qui 
comprend la base de l$épiglotte) 

Moelle épinière (niveau cervical, au milieu du 
thorax et lombaire) 

Moelle osseuse (et/ou un aspirat frais) 

!sophage 

Ovaires 

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

Rate 

Reins 

Testicules 

Testicules 

Thymus 

Thyroïde 

Tissus nasopharyngés [au moins 4 niveaux; 
1 niveau comprenant le conduit du nasopha
rynx et le tissu lymphoïde associé à la 
muqueuse nasale (NALT)] 

Trachée (au moins 2 niveaux comprenant 1 
coupe longitudinale le long de la carène et 1 
coupe transversale) 

Utérus 

Vésicules séminales 

[Vessie] 

[Yeux (rétine, nerf optique) et paupières] 

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

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

HISTOPATHOLOGIE 

43. Une évaluation histopathologique de tous les organes et tissus du tableau 2 
est réalisée pour les animaux des groupes témoins et des groupes exposés à 
une concentration élevée de la substance d$essai, ainsi que pour les animaux 
qui meurent ou sont sacrifiés au cours de l$étude. On portera une attention 
particulière aux voies respiratoires, aux organes cibles et aux lésions macro
scopiques. Les organes et tissus présentant des lésions dans le groupe 
exposé à une concentration élevée sont examinés pour tous les groupes. 
Le directeur de l$étude peut choisir de réaliser des évaluations histopatho
logiques pour d$autres groupes afin de mettre en évidence une relation 
concentration-réponse claire. Lorsqu$un groupe satellite (étude de réversibi
lité) est utilisé, il y a lieu d$effectuer un examen histopathologique pour tous 
les tissus et organes ayant laissé apparaître des effets dans les groupes 
traités. Lorsqu$un trop grand nombre de morts précoces ou d$autres 
problèmes survenant dans le groupe exposé à une concentration élevée 
compromettent la portée des résultats, le groupe exposé à la concentration 
immédiatement inférieure subit un examen histopathologique. On tentera de 
corréler les observations macroscopiques et les constatations au niveau 
microscopique. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Résultats 

44. Pour chacun des animaux, les données suivantes sont fournies: poids corpo
rel, consommation de nourriture, pathologie clinique, pathologie macrosco
pique, poids des organes et histopathologie. Les résultats des observations 
cliniques sont résumés sous la forme de tableaux et indiquent pour chaque 
groupe d$essai: le nombre d$animaux utilisés, le nombre d$animaux présen
tant des signes spécifiques de toxicité, le nombre d$animaux retrouvés morts 
au cours de l$essai ou euthanasiés, l$heure de la mort de chacun des 
animaux, la description et l$évolution dans le temps des effets toxiques 
ainsi que leur réversibilité, et les conclusions de l$autopsie. Tous les résul
tats, quantitatifs et fortuits, sont évalués à l$aide d$une méthode statistique 
appropriée. Toute méthode statistique généralement reconnue peut être utili
sée; il y a lieu de sélectionner les méthodes statistiques au stade de la 
conception de l$étude. 

Rapport d"essai 

45. Le rapport d$essai contient les renseignements suivants: 

Animaux d!expérience et conditions d!élevage 

� Description des conditions d$encagement, y compris: nombre (ou évolu
tion du nombre) d$animaux par cage, matériel de litière, température 
ambiante et taux d$humidité relative, photopériode et identification du 
régime alimentaire. 
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� Espèces/souches utilisées et justification éventuelle de l$utilisation d$une 
espèce autre que le rat. Des données sources et historiques peuvent être 
fournies si elles proviennent d$animaux exposés à des conditions d$ex
position, d$encagement et de jeûne similaires. 

� Nombre, âge et sexe des animaux. 

� Méthode de randomisation. 

� Description d$un éventuel conditionnement préalable à l$essai, tel que 
régime alimentaire, quarantaine ou traitement de maladie. 

Substance d!essai 

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

� Données d$identification et numéro CAS (Chemical Abstract Services) 
s$il est connu. 

Véhicule 

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

� Données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n$inter
fère pas avec les résultats de l$étude. 

Chambre d!inhalation 

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

� Source et description de l$équipement utilisé pour l$exposition des 
animaux et pour la production de l$atmosphère. 

� Équipement utilisé pour mesurer la température, l$humidité, la granulo
métrie et la concentration réelle. 

� Source d$air et système de climatisation utilisé. 

� Méthodes utilisées pour étalonner l$équipement afin d$assurer l$homogé
néité de l$atmosphère d$essai. 

� Différence de pression (positive ou négative). 

� Orifices d$exposition par chambre («nez seul») ou emplacement des 
animaux dans la chambre («corps entier»). 

� Stabilité de l$atmosphère d$essai. 

� Situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage 
de l$atmosphère d$essai dans la chambre d$exposition. 

� Traitement de l$air fourni/évacué. 

� Débits d$air, débit d$air/orifice d$exposition («nez seul») ou rapport du 
volume de l$animal à la chambre («corps entier»). 

� Temps nécessaire pour atteindre l$équilibre dans la chambre d$exposition 
(t 95 ). 

� Nombre de changements de volume par heure. 

� Doseurs (s$il y en a). 

Données concernant l!exposition 

� Justification du choix de la concentration cible dans l$étude principale. 
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� Concentrations nominales (masse totale de substance d$essai produite 
dans la chambre d$inhalation, divisée par le volume d$air traversant la 
chambre). 

� Concentrations réelles de la substance d$essai obtenues dans la zone où 
respirent les animaux; pour les mélanges d$essai produisant des formes 
physiques hétérogènes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des constituants 
peut être analysé séparément. 

� Toutes les concentrations d$air sont rapportées en unités de masse (mg/l, 
mg/m 3 , etc.) plutôt qu$en unités de volume (ppm, ppb, etc.). 

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

Conditions expérimentales 

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

� Description (si possible avec schéma) de l$équipement utilisé pour 
produire l$atmosphère d$essai et pour exposer les animaux à celle-ci. 

� Détails sur l$équipement utilisé pour contrôler la température et le taux 
d$humidité de la chambre ainsi que le débit d$air dans chambre (réali
sation d$une courbe d$étalonnage). 

� Détails sur l$équipement utilisé pour recueillir les échantillons servant à 
déterminer les concentrations dans la chambre et la répartition granulo
métrique. 

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

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

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

� Justification du choix des concentrations d$essai. 

Résultats 

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

� Tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la 
chambre d$inhalation. 

� Tableau de données sur la taille des particules, notamment données 
analytiques sur le prélèvement d$échantillons, la répartition granulomé
trique et les calculs du DAMM et de  g . 

� Tableau de données sur les réponses et le niveau de concentration pour 
chaque animal (pour les animaux montrant des signes de toxicité, notam
ment mortalité, nature, sévérité, moment d$apparition et durée des 
effets). 
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� Tableau du poids de chacun des animaux. 

� Tableau de la consommation de nourriture. 

� Tableau des résultats de pathologie clinique. 

� Résultats de l$autopsie et observations histopathologiques pour chaque 
animal, s$ils sont disponibles. 

� Tableau de tous les autres paramètres mesurés. 

Discussion et interprétation des résultats 

� Un effort particulier est consacré à la description des méthodes utilisées 
pour répondre aux critères de la présente méthode d$essai, par exemple 
en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules. 

� La respirabilité des particules est abordée à la lumière des résultats 
d$ensemble, en particulier si les critères de taille des particules n$ont 
pu être remplis. 

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

� La cause probable de la mort et le mode d$action prédominant (systé
mique ou local) sont abordés. 

� Une explication est apportée s$il a fallu euthanasier des animaux qui 
souffraient ou montraient des signes de détresse sévère et persistante, en 
se basant sur les critères du document d$orientation de l$OCDE sur les 
effets mesurés éthiquement acceptables (3). 

� Le ou les organes cibles sont identifiés. 

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

DÉFINITION 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 
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B.9. TOXICITÉ À DOSES RÉPÉTÉES (28 JOURS) (ADMINISTRA
TION CUTANÉE) 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Voir introduction générale, partie B (point A). 

1.2. DÉFINITIONS 

Voir introduction générale, partie B (point B). 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Aucune. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance à tester est appliquée quotidiennement, à doses crois
santes, sur la peau de plusieurs lots d'animaux d'expérience pendant 
une période déterminée, à raison d'une seule dose par lot, pendant 
une durée de 28 jours. Durant la période d'application, les animaux 
sont observés quotidiennement afin de déceler les signes de toxicité. 
Les animaux qui meurent en cours d'expérience ainsi que ceux qui 
sont encore en vie à l'issue de l'expérience sont autopsiés. 

1.5. CRITÈRE DE QUALITÉ 

Néant. 

1.6. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.6.1. Préparation 

Les animaux sont maintenus dans des conditions d'hébergement et 
d'alimentation propres à l'expérience au minimum pendant les 5 jours 
qui la précèdent. Avant l'expérience, des animaux jeunes et sains 
sont répartis selon les règles du hasard entre les différents lots 
témoins et traités. Peu de temps avant l'essai, on tond la région 
dorsale du tronc des animaux. On peut avoir recours au rasage 
mais, dans ce cas, l'opération doit être effectuée 24 heures environ 
avant l'essai. Il est en général nécessaire de répéter les opérations de 
tonte ou de rasage à des intervalles d'une semaine environ, en évitant 
toute lésion de la peau. La surface à préparer pour l'application de la 
substance ne doit pas être inférieure à 10 % de la surface corporelle. 
Le poids de l'animal doit être pris en considération pour décider de la 
taille de la zone à épiler, et de la dimension de la surface à traiter. 
Lorsque le test concerne des substances solides qui, le cas échéant, 
peuvent être pulvérisées, la substance à tester doit être humectée au 
moyen d'eau ou, au besoin, d'un véhicule approprié, de manière à 
garantir un bon contact avec la peau. Les substances liquides sont 
généralement appliquées non diluées. On procède à une application 
quotidienne à raison de 5 à 7 jours par semaine. 

1.6.2. Conditions de l'essai 

1.6.2.1. Animaux d'expérience 

On peut utiliser des rats, des lapins ou des cobayes adultes. On peut 
également utiliser d'autres espèces, mais il faut dans ce cas en justi
fier l'utilisation. 
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Au début de l'essai, l'intervalle de variation du poids des animaux 
utilisés ne doit pas excéder ± 20 % de la valeur moyenne requise. 

1.6.2.2. Nombre et sexe 

Dix animaux au moins (cinq femelles et cinq mâles), à la peau saine, 
sont utilisés pour chaque dose. Les femelles doivent être nullipares et 
non-gravides. S'il est prévu dans le protocole expérimental des sacri
fices intermédiaires en cours d'expérience, il y a lieu d'ajouter la 
quantité d'animaux nécessaire pour ces sacrifices. De plus, un lot 
satellite de 10 animaux (5 par sexe) peut être traité à la dose la 
plus élevée pendant 28 jours et faire l'objet d'une observation relative 
à la réversibilité, la persistance ou l'apparition tardive d'effets 
toxiques durant les 14 jours qui suivent l'arrêt du traitement. On 
utilise aussi un lot satellite témoin de 10 animaux (cinq animaux 
par sexe). 

1.6.2.3. Doses 

On utilise au moins trois doses ainsi qu'un lot témoin ou, le cas 
échéant, un lot témoin traité avec le véhicule. La période d'exposition 
devra être d'au moins 6 heures par jour. La substance à tester doit 
être appliquée chaque jour au même moment et les quantités à 
administrer doivent faire l'objet d'une adaptation régulière (hebdoma
daire ou bihebdomadaire) afin de conserver un niveau de dose 
constant par rapport au poids corporel des animaux. Excepté l'admi
nistration de substance d'essai, les animaux du lot témoin doivent 
être traités de la même manière que les animaux des lots d'expé
rience. Lorsqu'un véhicule est utilisé pour faciliter l'administration, 
celui-ci sera administré au lot témoin dans les mêmes conditions 
qu'aux lots traités et la quantité de véhicule correspondra à celle 
reçue par le groupe traité avec la dose de substance d'essai la plus 
élevée. La dose la plus élevée doit être suffisamment forte pour 
produire des effets toxiques mais sans toutefois entraîner la mort 
(ou rarement). La dose la plus faible ne doit faire apparaître aucun 
effet toxique. Lorsque l'on dispose d'une estimation concernant l'ex
position de l'homme, la dose la plus faible doit être supérieure à cette 
valeur. Dans les conditions idéales, la concentration intermédiaire 
doit produire des effets toxiques minimaux observables. Si l'on 
utilise plusieurs concentrations intermédiaires, celles-ci doivent être 
espacées de façon à entraîner une gradation des effets toxiques. En 
cas de mortalité dans les lots recevant les doses faibles et inter
médiaires, ainsi que dans les lots témoins, celle-ci devra être 
minime pour que l'évaluation des résultats soit valable. 

Si l'application de la substance d'essai provoque une irritation 
cutanée grave, les concentrations doivent être réduites, ce qui peut 
entraîner une diminution, voire une disparition, des autres effets 
toxiques à la dose la plus élevée. De plus, si les lésions cutanées 
sont très graves, il peut se révéler nécessaire d'arrêter l'expérience et 
de la recommencer avec des concentrations plus faibles. 

1.6.2.4. Essai «limite» 

Si une expérience préliminaire réalisée avec une dose de 1 000 
mg/kg de poids corporel ou avec une dose plus élevée en fonction 
de l'exposition possible pour l'homme, n'a provoqué aucun effet 
toxique, il peut s'avérer inutile de poursuivre l'expérience. 

1.6.2.5. Période d'observation 

Les animaux d'expérience doivent faire l'objet d'une observation 
quotidienne afin de déceler les symptômes d'intoxication. Le 
moment où les symptômes d'intoxication apparaissent et disparais
sent ainsi que le moment de la mort doivent être consignés. 
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1.6.3. Mode opératoire 

Les animaux doivent être placés dans des cages individuelles. Dans 
les conditions idéales, la substance d'essai est administrée aux 
animaux 7 jours sur 7, pendant une période de 28 jours. Les 
animaux de tous les lots satellites destinés à des observations 
complémentaires doivent être gardés en vie pendant 14 jours 
encore, sans traitement, afin de constater la régression ou la persis
tance des effets toxiques. La durée de l'exposition doit être au moins 
de 6 heures par jour. 

La substance d'essai doit être appliquée uniformément sur une 
surface représentant environ 10 % de la surface corporelle totale 
mais lorsqu'il s'agit de substances hautement toxiques, la surface 
couverte peut être réduite. La couche de substance doit être aussi 
mince et uniforme que possible. 

Durant l'exposition, la substance d'essai est maintenue en contact 
avec la peau au moyen d'une compresse de gaze poreuse et d'un 
sparadrap non irritant. La surface traitée doit, en outre, être convena
blement couverte de manière à maintenir en place le pansement de 
gaze et la substance d'essai et de manière à éviter que les animaux 
puissent ingérer la substance à tester. Des appareils de contention 
peuvent être utilisés pour empêcher l'ingestion de la substance mais 
une immobilisation complète n'est pas recommandée. Il est égale
ment possible d'utiliser la technique du «collier de protection». 

À l'issue de la période d'exposition, il faut, si possible, éliminer la 
substance résiduelle avec de l'eau ou par tout autre procédé adéquat 
de nettoyage de la peau. 

Tous les animaux doivent être observés quotidiennement et les 
signes de toxicité ainsi que le moment de leur apparition, leur inten
sité et leur durée doivent être notés. Les observations doivent 
concerner les modifications de la peau et des poils, des yeux, des 
muqueuses, de l'appareil respiratoire, du système circulatoire ainsi 
que des systèmes nerveux autonome et central, de l'activité somato
motrice et du comportement. Les animaux doivent être pesés chaque 
semaine. Il est également recommandé d'effectuer des mesures 
hebdomadaires sur la consommation alimentaire des animaux. Il 
est nécessaire d'observer régulièrement les animaux afin de veiller 
à ce que, dans la mesure du possible, ceux-ci ne soient pas perdus 
pour l'expérience pour des raisons telles que cannibalisme, autolyse 
des tissus au cours des remises en cages. A l'issue de l'expérience, 
tous les animaux survivants appartenant aux lots traités, non satel
lites, sont autopsiés. Les animaux moribonds et les animaux dans un 
état de détresse ou de douleur intenses doivent être immédiatement 
retirés, euthanasiés et autopsiés. 

Les examens figurant ci-après seront effectués à l'issue de la période 
d'essai sur tous les animaux (y compris les témoins): 

1. examen hématologique comprenant au moins l'hématocrite, la 
concentration en hémoglobine, le dénombre ment des érythrocytes 
et des leucocytes, la formule leucocytaire ainsi qu'une étude de la 
coagulation; 

2. examen biochimique clinique du sang comprenant au moins un 
paramètre des fonctions hépatiques et rénales: alanine aminotrans
férase sérique (anciennement connue sous le nom de transaminase 
glutamopyru-vique), aspartate aminotransférase sérique (ancienne
ment connue sous le nom de transaminase glutano-oxalo- 
acétique), urée, albumine, créatinine, bilirubine totale et protéines 
sériques totales. 

D'autres déterminations éventuellement nécessaires à une évaluation 
toxicologique adéquate concernent le calcium, le phosphore, les 
chlorures, le sodium, le potassium, la glycémie à jeun, l'analyse 
des lipides, les hormones, l'équilibre acido-basique, la méthémoglo
bine, l'activité cholinestérasique. 
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D'autres analyses biochimiques cliniques peuvent, si nécessaire, être 
effectuées pour approfondir l'étude des effets observés. 

1.6.4. Autopsie 

Tous les animaux soumis à l'essai doivent faire l'objet d'une autopsie 
macroscopique. Au moins le foie, les reins, les glandes surrénales et 
les testicules doivent être pesés à l'état humide le plus rapidement 
possible après la dissection afin d'éviter le dessèchement. Organes et 
tissus, à savoir, peau normale et traitée, foie, reins, rate, testicules, 
glandes surrénales, c#ur et les organes-cibles (c'est-à-dire ceux qui 
présentent des lésions importantes ou des modifications de leur 
volume) doivent être conservés dans un milieu approprié en vue 
d'éventuels examens histopathologiques ultérieurs. 

1.6.5. Examen histopathologique 

Pour le lot exposé à la dose la plus élevée et le lot témoin, il faut 
pratiquer un examen histologique systématique de tous les organes et 
des tissus conservés. Les organes et tissus qui auront présenté des 
lésions attribuables à la substance à tester à la dose la plus élevée 
devront être examinés dans tous les lots ayant été exposés à des 
doses plus faibles. Les animaux de tout lot satellite devront faire 
l'objet d'un examen histologique particulièrement axé sur les 
organes et les tissus pour lesquels les lésions ont été constatées 
dans les lots traités. 

2. DONNÉES 

Les données doivent être récapitulées sous forme de tableaux indi
quant, pour chaque lot d'expérience, nombre d'animaux au début de 
l'essai et le nombre d'animaux présentant chaque type de lésion. 

Tous les résultats observés doivent être évalués au moyen d'une 
méthode statistique appropriée. Toute méthode statistique reconnue 
peut être utilisée. 

3. RÉSULTATS 

3.1. PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra, si possible, les renseignements 
suivants: 

� données concernant les animaux (espèce, souche, origine, condi
tions ambiantes, régime alimentaire, etc.), 

� conditions de l'essai, (y compris le type de pansement: occlusif 
ou non-occlusif), 

� doses (avec, le cas échéant, le véhicule) et concentrations, 

� dose sans effet, lorsque c'est possible, 

� données relatives à la réponse toxique par sexe et par dose, 

� indication du moment de la mort en cours d'expérience ou des 
survies au terme de l'expérience, 

� effets toxiques ou autres, 

� moment de l'observation de tout symptôme anormal et évolution 
de celui-ci, 

� données relatives à la prise de nourriture et à l'évolution du poids 
corporel, 

� examens hématologiques pratiqués et résultats complets, 
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� examens biochimiques cliniques pratiqués et résultats complets, 

� résultats d'autopsie, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques, 

� traitement statistique des résultats, si possible, 

� discussion des résultats, 

� interprétation des résultats. 

3.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

Voir introduction générale, partie B (point D). 

4. RÉFÉRENCES 

Voir introduction générale, partie B (point E). 
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(3) Dans la partie B, le chapitre B.10 est remplacé par le texte suivant: 

«B.10 Essai d'aberration chromosomique in vitro chez les mammifères 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 473 (2016) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Elle s'inscrit dans une série de méthodes d'essai sur la toxicologie génétique. Par ailleurs, un document 
de l'OCDE qui fournit des informations succintes sur les essais de génotoxicité et donne une vue d'ensemble des 
modifications récemment apportées à ces lignes directrices a été élaboré (1). 

L'essai d'aberration chromosomique in vitro est destiné à détecter les produits chimiques qui provoquent des 
aberrations chromosomiques structurales dans des cellules de mammifère cultivées (2) (3) (4). Les aberrations 
structurales peuvent être de deux types: chromosomiques ou chromatidiques. Il est possible que des cas de 
polyploïdie (y compris d'endoreduplication) surviennent dans les essais d'aberration chromosomique in vitro. Si les 
aneugènes peuvent induire une polyploïdie, la polyploïdie seule n'est pas le signe d'un potentiel aneugène et peut 
simplement indiquer une perturbation du cycle cellulaire ou une cytotoxicité (5). Cet essai n'est pas conçu pour 
mesurer l'aneuploïdie. Pour détecter l'aneuploïdie, il est recommandé de réaliser un test du micronoyau in vitro (6). 

L'essai d'aberration chromosomique in vitro peut être pratiqué sur des cultures de lignées cellulaires établies ou des 
cultures de cellules primaires d'origine humaine ou de rongeurs. Les cellules employées sont choisies en fonction de 
leur potentiel de croissance en culture, de la stabilité de leur caryotype (notamment leur nombre de chromosomes) 
et de la fréquence spontanée des aberrations chromosomiques (7). Les données disponibles à l'heure actuelle ne 
permettent pas d'émettre des recommandations fermes mais tendent à montrer qu'il importe de tenir compte, lors 
de l'évaluation des dangers chimiques, du statut du p53, de la stabilité génétique (caryotype), de la capacité de 
réparation de l'ADN et de l'origine (rongeurs ou humains) des cellules retenues pour l'essai. Les utilisateurs de la 
présente méthode d'essai sont donc invités à prendre en considération l'influence de ces caractéristiques cellulaires, 
et d'autres caractéristiques, sur les performances d'une lignée cellulaire quant à la détection de l'induction d'aber
rations chromosomiques, sachant que les connaissances évoluent dans ce domaine. 

Les définitions utilisées sont données à l'appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

À moins que les cellules utilisées ne soient dotées d'un métabolisme compatible avec les produits chimiques testés, 
les essais conduits in vitro requièrent généralement une source exogène d'activation métabolique. Or, les systèmes 
d'activation métabolique exogène sont incapables de reproduire parfaitement les conditions in vivo. On prendra soin 
d'éviter les conditions susceptibles de conduire à de faux résultats positifs, c'est-à-dire à une lésion chromosomique 
qui ne soit pas causée par une interaction directe entre le produit chimique d'essai et les chromosomes; ces 
conditions peuvent être une modification du pH ou de l'osmolalité (8) (9) (10), une interaction avec les composants 
du milieu (11) (12) ou une cytotoxicité excessive (13) (14) (15) (16). 

Cet essai permet de détecter les aberrations chromosomiques pouvant résulter d'évènements clastogènes. L'analyse 
de l'induction d'une aberration chromosomique doit être effectuée sur des cellules en métaphase. Il est donc 
indispensable que les cellules des cultures traitées et des cultures témoins atteignent le stade de la mitose. Pour les 
nanomatériaux manufacturés, il peut s'avérer nécessaire d'apporter certaines adaptations spécifiques à cette 
méthode d'essai, mais ces adaptations ne sont pas décrites dans le présent document. 

Avant d'utiliser la méthode d'essai sur un mélange pour générer des données avec pour objectif recherché l'appli
cation réglementaire, on examinera si, et si oui, pourquoi, elle peut fournir des résultats adéquats à cette fin. De 
telles considérations ne sont pas nécessaires quand les exigences réglementaires stipulent que le mélange doit être 
testé. 
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PRINCIPE DE L'ESSAI 

Des cultures cellulaires d'origine humaine ou provenant d'autres mammifères sont exposées au produit chimique 
d'essai, en présence et en l'absence d'une source exogène d'activation métabolique, à moins que les cellules utilisées 
ne soient dotées de capacités métaboliques idoines (voir paragraphe 13). Après avoir été exposées au produit 
chimique d'essai, les cultures de cellules sont, à intervalles préétablis, traitées par un produit chimique bloquant la 
métaphase (par exemple la colchicine ou le colcemide), récoltées et teintées. Les cellules en métaphase sont 
soumises à un examen microscopique permettant de déceler les aberrations chromatidiques et chromosomiques. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Préparations 

Cellules 

Diverses lignées cellulaires (par exemple, ovaire de hamster chinois (CHO), poumon de hamster chinois V79, 
poumon de hamster chinois (CHL)/IU, TK6) ou cultures de cellules primaires peuvent être utilisées, y compris des 
lymphocytes du sang périphérique humain ou d'autres mammifères (7). Le choix des lignées cellulaires utilisées doit 
être justifié scientifiquement. En cas d'utilisation de cellules primaires, pour des raisons relatives au bien-être des 
animaux, il conviendra d'envisager, lorsque cela est possible, le recours à des cellules primaires d'origine humaine, 
prélevées dans le respect des principes éthiques et de la réglementation en la matière. Les lymphocytes du sang 
périphérique humain utilisés sont issus de sujets jeunes (âgés de 18 à 35 ans environ), non fumeurs, ne souffrant 
d'aucune maladie connue et n'ayant pas été exposés récemment à des niveaux d'agents génotoxiques (produits 
chimiques, rayonnements ionisants, par exemple) susceptibles d'augmenter l'incidence de fond des aberrations 
chromosomiques, ceci afin de garantir que cette incidence soit faible et homogène. L'incidence de fond des 
aberrations chromosomiques augmente avec l'âge, et cette tendance est plus marquée chez la femme que chez 
l'homme (17) (18). Si des cellules issues de plusieurs donneurs sont mises en commun, le nombre des donneurs est 
précisé. Il est nécessaire de démontrer que les cellules se sont divisées entre le moment où elles ont été traitées avec 
le produit chimique d'essai et leur prélèvement. Les cultures cellulaires sont maintenues dans une phase de 
croissance exponentielle (lignées cellulaires) ou encouragées à se diviser (cultures primaires de lymphocytes) en vue 
de l'exposition des cellules à différents stades du cycle cellulaire, étant donné que la sensibilité des stades cellulaires 
aux produits chimiques d'essai peut ne pas être connue. En général, les cellules primaires dont la division doit être 
stimulée par des agents mitogènes ne sont plus synchronisées lors de leur exposition au produit chimique d'essai 
(les lymphocytes humains après une stimulation mitogène de 48 heures, par exemple). L'utilisation de cellules 
synchronisées pendant le traitement n'est pas recommandée mais peut être acceptable si elle est justifiée. 

Milieu et conditions de culture 

Il convient d'utiliser un milieu de croissance et des conditions d'incubation (récipients de culture, atmosphère 
humidifiée à 5 % de CO2 si nécessaire, température d'incubation de 37°C) appropriées pour les cultures. La stabilité 
du caryotype et l'absence de contamination par des mycoplasmes sont vérifiées régulièrement dans les lignées 
cellulaires (7) (19), et les cellules sont écartées si une contamination ou une modification du caryotype est 
constatée. La durée normale du cycle cellulaire des lignées ou des cultures primaires utilisées dans le laboratoire 
d'essai doit être établie et doit correspondre aux caractéristiques cellulaires publiées (20). 

Préparation des cultures 

Lignées cellulaires: les cellules sont multipliées à partir de cultures mères, placées dans un milieu de culture à une 
densité telle que les cellules en suspension ou en monocouche poursuivront leur croissance de manière exponen
tielle jusqu'au moment de la récolte (il convient par exemple d'éviter que les cellules qui se multiplient en 
monocouche arrivent à confluence). 

Lymphocytes: un sang total traité avec un anticoagulant (héparine, par exemple) ou des lymphocytes isolés sont 
mis en culture (pendant 48 heures pour les lymphocytes humains, par exemple) en présence d'un mitogène 
[phytohémagglutinine (PHA) pour les lymphocytes humains, par exemple] afin d'induire une division cellulaire 
avant l'exposition au produit chimique d'essai. 
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Activation métabolique 

Le recours à un système d'activation métabolique exogène est nécessaire en cas d'utilisation de cellules dotées d'une 
capacité métabolique endogène inadéquate. Le système le plus couramment utilisé, recommandé par défaut, sauf 
justification contraire, est une fraction post-mitochondriale enrichie en cofacteur (S9), préparée à partir de foies de 
rongeurs (généralement des rats) traités avec des inducteurs enzymatiques comme l'Aroclor 1254 (21) (22) (23) ou 
un mélange de phénobarbital et ß-naphthoflavone (24) (25) (26) (27) (28) (29). L'utilisation de ce mélange n'est pas 
contraire à la Convention de Stockholm sur les polluants organiques persistants (30) et s'est révélée aussi efficace 
que celle de l'Aroclor 1254 pour l'induction d'oxydases à fonction mixte (24) (25) (26) (28). La fraction S9 est 
généralement utilisée à une concentration comprise entre 1 et 2 % (v/v) mais peut être portée à 10 % v/v dans le 
milieu d'essai final. Pendant le traitement, on évitera d'utiliser des produits entraînant une réduction de l'indice 
mitotique, en particulier des complexants du calcium (31). Le choix du type et de la concentration du système 
d'activation métabolique exogène ou de l'inducteur métabolique utilisé pourra dépendre de la classe des produits 
chimiques à tester. 

Préparation du produit chimique d'essai 

Les produits chimiques solides à tester sont dissous dans un solvant approprié puis, le cas échéant, dilués avant 
application (voir paragraphe 23). Les produits chimiques liquides peuvent être ajoutés directement ou après 
dilution au système d'essai. Les produits gazeux ou volatils nécessitent une modification appropriée des protocoles 
standards, par exemple l'utilisation de récipients de culture hermétiquement clos (32) (33) (34). Il convient de 
préparer les produits chimiques d'essai juste avant le traitement, à moins que les données concernant la stabilité ne 
démontrent qu'ils peuvent être stockés. 

Conditions de l'essai 

Solvants 

Le solvant doit être choisi de manière à optimiser la solubilité des produits chimiques d'essai, sans engendrer 
d'effets néfastes sur la conduite de l'essai, c'est-à-dire sans modifier la croissance cellulaire, nuire à l'intégrité du 
produit chimique d'essai, réagir avec les récipients de culture ou détériorer le système d'activation métabolique. On 
recommande d'envisager d'abord l'utilisation d'un solvant (ou milieu de culture) aqueux chaque fois que c'est 
possible. L'eau et le diméthylsulfoxyde sont des exemples de solvants couramment utilisés. En règle générale, les 
solvants organiques ne doivent pas dépasser 1 % (v/v) et les solvants aqueux (salin ou eau) 10 % (v/v) dans le 
milieu de traitement final. L'emploi d'un solvant/véhicule inhabituel (éthanol ou acétone par exemple) doit être 
justifié par des données faisant état de sa compatibilité avec le produit chimique d'essai et le système d'essai, ainsi 
que de son absence de génotoxicité aux concentrations utilisées. En l'absence de telles données, il est important 
d'inclure dans l'essai des témoins non traités (voir appendice 1) afin de démontrer que le solvant choisi n'entraîne 
aucun effet délétère ou clastogène. 

Mesure de la prolifération et de la cytotoxicité cellulaires et choix des concentrations d'essai 

Lors de la détermination de la plus forte concentration de produit chimique d'essai à tester, on évitera les concen
trations susceptibles de produire de fausses réponses positives, notamment celles qui engendrent une cytotoxicité 
excessive (voir paragraphe 22), une précipitation dans le milieu de culture (voir paragraphe 23), ou une 
modification marquée du pH ou de l'osmolalité (voir paragraphe 5). Si le produit chimique d'essai provoque une 
modification marquée du pH du milieu au moment de son ajout, il est possible d'ajuster le pH par tamponnage du 
milieu de traitement final de manière à éviter les faux résultats positifs et à maintenir des conditions de culture 
appropriées. 

Des mesures de la prolifération cellulaire sont effectuées pour s'assurer qu'un nombre suffisant de cellules traitées 
a atteint la mitose pendant l'essai et que les applications sont réalisées à des niveaux de cytotoxicité appropriés 
(voir paragraphes 18 et 22). La cytotoxicité doit être mesurée lors de l'expérience principale avec et sans système 
d'activation métabolique, au moyen d'un indicateur pertinent de mort et de croissance cellulaires. Un essai 
préliminaire visant à évaluer la cytotoxicité peut s'avérer utile pour mieux cerner les concentrations à utiliser dans 
l'essai principal, mais il n'est pas obligatoire. S'il est réalisé, il ne doit pas remplacer la mesure de cytotoxicité 
effectuée dans le cadre de l'expérience principale. 
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La mesure du doublement relatif de la population (Relative Population Doubling, RPD) et celle de l'augmentation 
relative du nombre de cellules (Relative increase in cell count, RICC) sont des méthodes adaptées pour évaluer la 
cytotoxicité dans les essais de cytogénétique (13) (15) (35) (36) (55) (voir formules à l'appendice 2). En cas de 
traitement de longue durée et lorsque les prélèvements sont effectués au-delà de 1.5 fois la durée normale du cycle 
cellulaire après le début du traitement (soit plus de 3 cycles cellulaires au total), il se peut que le RPD sous-estime la 
cytotoxicité (37). Dans ces circonstances, la RICC pourrait constituer une meilleure mesure, mais l'évaluation de la 
cytotoxicité à l'aide du RPD après une durée équivalente à 1.5 fois la durée normale du cycle cellulaire fournit 
néanmoins une estimation précieuse. 

Si l'indice mitotique (MI) mesure les effets cytotoxiques/cytostatiques sur les lymphocytes dans les cultures 
primaires, il est aussi influencé par le temps écoulé entre le début de l'exposition et le moment de la mesure, par le 
mitogène employé et par une éventuelle interruption du cycle. Toutefois, le MI constitue une mesure acceptable, car 
d'autres mesures de toxicité peuvent s'avérer laborieuses et peu pratiques, et ne pas forcément s'appliquer à la 
population cible de lymphocytes se développant en réponse à une stimulation par PHA. 

Les paramètres de cytotoxicité recommandés sont la RICC et le RPD pour les lignées cellulaires, et le MI pour la 
culture primaire des lymphocytes; néanmoins, d'autres indicateurs (tels que l'intégrité cellulaire, l'apoptose, la 
nécrose et le cycle cellulaire) peuvent fournir d'autres informations utiles. 

Il convient d'évaluer au moins trois concentrations d'essai (sans compter les témoins de solvant et les témoins 
positifs) remplissant les critères d'acceptabilité (cytotoxicité appropriée, nombre de cellules, etc.). Quel que soit le 
type de cellules (lignées cellulaires ou cultures primaires de lymphocytes), chacune des cultures réalisées en un seul 
ou plusieurs exemplaires peut être utilisée à chaque concentration d'essai. Alors que l'utilisation de cultures en 
double exemplaires est recommendé, l'utilisation de cultures en exemplaire unique est aussi acceptée à condition 
que le nombre total de cellules analysées par concentration reste identique qu'il s'agisse de cultures uniques ou de 
répliques. L'utilisation de cultures uniques est pertinent en particulier lorsqu'on évalue plus de 3 concentrations 
(voir paragraphe 31). Les résultats obtenus pour chacune des répliques (cultures réalisées en plusieurs exemplaires) 
à une concentration donnée peuvent être regroupés pour l'analyse des données (38). Pour les produits chimiques 
dont la cytotoxicité est faible ou nulle, des niveaux de concentrations espacés d'un facteur de 2 à 3 environ 
conviendront généralement. En cas de cytotoxicité, les concentrations d'essai retenues doivent couvrir une plage 
englobant la concentration produisant une cytotoxicité telle que décrite au paragraphe 22 et les concentrations 
pour lesquelles une cytotoxicité modérée, faible ou nulle est observée. De nombreux produits chimiques d'essai 
présentent des courbes concentration-réponse à forte pente et, pour obtenir des données dans le cadre d'une 
cytotoxicité faible et modérée ou étudier la relation dose-réponse en détail, il faudra donc utiliser des concentrations 
plus rapprochées et/ou plus de trois concentrations (cultures uniques ou répliques), notamment dans les cas où il 
est nécessaire de répéter l'expérience (voir paragraphe 47). 

Si la concentration maximale est basée sur la cytotoxicité, la concentration la plus forte doit viser une cytotoxicité 
de 55 ± 5 % selon les paramètres de cytotoxicité recommandés (à savoir une réduction de la RICC et du RPD pour 
les lignées cellulaires et une réduction du MI pour les cultures primaires de lymphocytes à 45 ± 5 % du témoin 
négatif concomitant). Les résultats positifs présents uniquement dans la tranche la plus haute de la plage de 
cytotoxicité 55 ± 5 % doivent être interprétés avec prudence (13). 

Pour les produits chimiques d'essai peu solubles qui ne sont pas cytotoxiques à des concentrations inférieures à la 
concentration insoluble la plus faible, la plus forte concentration analysée doit produire une turbidité ou un 
précipité visible à l'œil nu ou à l'aide d'un microscope inversé à la fin du traitement avec le produit chimique 
d'essai. Même si une cytotoxicité intervient au-delà de la concentration insoluble la plus faible, il est recommandé 
de tester une seule concentration produisant une turbidité ou un précipité visible, car de fausses réponses 
pourraient découler de ce précipité. À la concentration produisant un précipité, il convient de s'assurer que ce 
dernier n'interfère pas avec la conduite de l'essai (coloration ou analyse, par exemple). Il peut être utile de 
déterminer la solubilité dans le milieu de culture préalablement à l'essai. 

Si aucun précipité ou aucune cytotoxicité limitante ne sont observés, la concentration d'essai maximale doit 
correspondre à la plus basse parmi 10 mM, 2 mg/ml ou 2 µl/ml (39) (40) (41). Lorsque la composition du produit 
chimique d'essai n'est pas définie, par exemple dans le cas d'une substance de composition inconnue ou variable, de 
produits de réaction complexes ou de matériels biologiques (UVCB) (42), de produits extraits de l'environnement 
etc., il peut être nécessaire d'augmenter la la concentration maximale (5 mg/ml par exemple), en absence de 
cytotoxicity suffisante, afin d'accroître la concentration de chacun des composants. Il convient toutefois de noter 
que ces exigences peuvent être différentes pour les produits pharmaceutiques à usage humain (43). 
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Témoins 

Des témoins négatifs concomitants (voir paragraphe 15), constitués uniquement du solvant dans le milieu de 
traitement et testés de la même façon que les cultures traitées, doivent être inclus pour chaque moment de récolte. 

Des témoins positifs concomitants sont nécessaires pour démontrer la capacité du laboratoire à identifier les 
clastogènes dans les conditions du protocole d'essai utilisé, ainsi que l'efficacité du système d'activation métabolique 
exogène, le cas échéant. Le tableau 1 ci-dessous présente des exemples de témoins positifs. D'autres produits 
chimiques peuvent être utilisés comme témoins positifs, si cela est justifié. Étant donné que les essais in vitro de 
génotoxicité sur cellules de mammifères sont suffisamment normalisés, l'utilisation de témoins positifs peut être 
limitée à un clastogène nécessitant une activation métabolique. À condition qu'elle soit réalisée simultanément à 
l'essai non activé et sur la même durée de traitement, cette réponse de témoin positif unique démontrera à la fois 
l'activité du système d'activation métabolique et la réactivité du système d'essai. Un traitement de longue durée 
(sans S9) doit toutefois disposer de son propre témoin positif, étant donné que la durée du traitement sera 
différente de celle de l'essai ayant recours à une activation métabolique. Chaque témoin positif doit être utilisé à 
une ou plusieurs concentrations devant normalement donner lieu à une augmentation reproductible et détectable 
par rapport à la valeur de fond afin de démontrer la sensibilité du système d'essai (c'est-à-dire que les effets sont 
nets mais que l'identité des lames codées n'est pas évidente pour l'examinateur) et la réponse ne doit pas être 
compromise par une cytotoxicité supérieure aux limites fixées dans la présente méthode d'essai. 

Tableau 1 

Produits chimiques de référence recommandés pour la vérification des compétences du laboratoire et 
pour la sélection des témoins positifs 

Catégorie Produit chimique Numéro CAS 

1. Clastogènes actifs sans activation métabolique  

Méthanesulfonate de méthyle 66-27-3  

Mitomycine C 50-07-7  

Oxyde de nitro-4-quinoléine 56-57-5  

Cytosine-arabinoside 147-94-4 

2. Clastogènes nécessitant une activation métabolique  

Benzo(a)pyrène 50-32-8  

Cyclophosphamide 50-18-0  

MODE OPÉRATOIRE 

Traitement avec le produit chimique d'essai 

Les cellules en prolifération sont traitées avec le produit chimique d'essai en présence et en l'absence d'un système 
d'activation métabolique. 
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Délai de récolte des cultures 

Pour une évaluation complète, laquelle serait nécessaire pour conclure à un résultat négatif, les trois conditions 
expérimentales suivantes doivent être respectées pour un traitement de courte durée avec et sans activation 
métabolique, et pour un traitement de longue durée sans activation métabolique (voir paragraphes 43, 44 et 45): 

—  Les cellules sont exposées au produit chimique d'essai sans activation métabolique pendant 3 à 6 heures puis 
sont prélevées à l'issue d'une période équivalente à environ 1,5 fois la durée normale du cycle cellulaire après le 
début du traitement (18). 

—  Les cellules sont exposées au produit chimique d'essai avec activation métabolique pendant 3 à 6 heures, puis 
sont prélevées à l'issue d'une période équivalente à environ 1,5 fois la durée normale du cycle cellulaire après le 
début du traitement (18). 

—  Les cellules sont exposées en continu sans activation métabolique jusqu'au moment du prélèvement à l'issue 
d'une période équivalente à environ 1,5 fois le cycle cellulaire normal. Certains produits chimiques (analogues 
de nucléosides, par exemple) peuvent être détectés plus facilement en prolongeant le temps de traitement et de 
prélèvement au-delà de 1,5 fois la durée normale du cycle cellulaire (24). 

Si l'une de ces conditions expérimentales entraîne une réponse positive, il n'est pas forcément nécessaire d'étudier 
les autres régimes de traitement. 

Préparation des chromosomes 

Les cultures de cellules sont traitées au colcemide ou à la colchicine pendant une période de une à trois heures 
avant la récolte. Chaque culture est récoltée et traitée séparément en vue de la préparation des chromosomes. La 
préparation des chromosomes passe par un traitement hypotonique des cellules, leur fixation et leur coloration. Il 
est possible que les cultures monocouches présentent des cellules mitotiques (reconnaissables à leur forme ronde et 
se détachant de la surface) à l'issue du traitement de 3 à 6 heures. Ces cellules se détachant facilement de la culture, 
elles risquent d'être emportées lors de l'élimination du milieu contenant le produit chimique d'essai. Si l'on constate 
une augmentation substantielle du nombre de cellules mitotiques par rapport aux témoins, ce qui indiquerait l'arrêt 
probable de la mitose, les cellules doivent être récoltées par centrifugation puis réintroduites dans les cultures afin 
d'éviter de perdre les cellules en phase de mitose, et présentant un risque d'aberration chromosomique, au moment 
de la récolte. 

Analyse 

Toutes les lames, y compris celles des témoins positifs et négatifs, doivent être codées individuellement avant 
l'analyse au microscope pour déceler les aberrations chromosomiques. Le procédé de fixation provoquant souvent 
la perte de chromosomes pour une certaine fraction des cellules en métaphase, les cellules examinées doivent donc 
contenir un nombre de centromères égal au nombre modal ± 2. 

Il y a lieu d'examiner au moins 300 cellules en métaphase bien étalées par concentration et par témoin pour 
conclure qu'un produit chimique d'essai est clairement négatif (voir paragraphe 45). Les 300 cellules doivent être 
réparties équitablement entre les répliques, lorsque les cultures ont été réalisées en plusieurs exemplaires. Lorsque 
des cultures en un seul exemplaire sont utilisées pour chaque concentration (voir paragraphe 21), il y a lieu 
d'examiner au moins 300 cellules en métaphase bien étalées par culture. L'examen de 300 cellules présente 
l'avantage d'augmenter la puissance statistique de l'essai. En outre, il est rare d'observer des valeurs nulles (de l'ordre 
de 5 % seulement) (44). Le nombre de métaphases examinées peut être réduit lorsqu'un grand nombre de cellules 
présentant des aberrations chromosomiques est observé et s'il a été conclu que le produit chimique d'essai est 
clairement positif. 

Les cellules présentant une/des aberration(s) chromosomique(s) structurale(s), lacunes comprises et non comprises, 
doivent être examinées. Les cassures et les lacunes sont définies à l'appendice 1 conformément à (45) (46). Il 
convient de consigner séparément les aberrations chromatidiques et chromosomiques et de les classer par sous- 
catégories (cassures, échanges). Les procédures en cours dans le laboratoire doivent assurer que l'analyse des 
aberrations chromosomiques est réalisée par des examinateurs qualifiés sous le contrôle de pairs si nécessaire. 
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Bien que l'essai soit destiné à détecter les aberrations chromosomiques structurales, il est important de rapporter la 
fréquence des cas de polyploïdie et d'endoreduplication lorsqu'ils se présentent. (Voir paragraphe 2.) 

Compétence du laboratoire 

Afin d'établir qu'il possède une expérience suffisante pour mener à bien l'essai avant de l'utiliser en routine, le 
laboratoire doit avoir réalisé une série d'expériences avec des produits chimiques positifs de référence agissant selon 
des mécanismes variés, et avec plusieurs témoins négatifs (faisant appel à différents solvants/véhicules). Ces 
réponses de témoins positifs et négatifs doivent être cohérentes par rapport à la littérature. Cette exigence ne 
s'applique pas aux laboratoires possédant déjà une expérience, c'est-à-dire qui disposent une base de données 
historiques telle que définie au paragraphe 37. 

Une sélection de produits chimiques utilisés comme témoins positifs (voir tableau 1, paragraphe 26) doit être testée 
dans le cadre de traitements de courte et de longue durée en l'absence d'activation métabolique, ainsi que dans le 
cadre d'un traitement de courte durée en présence d'une activation métabolique, l'objectif étant de démontrer que le 
laboratoire possède la compétence nécessaire pour détecter les produits chimiques clastogènes et pour déterminer 
l'efficacité du système d'activation métabolique. Il conviendra de définir une plage de concentrations des produits 
chimiques sélectionnés qui permette d'obtenir des augmentations reproductibles et liées à la concentration par 
rapport aux valeurs de fond, afin de démontrer la sensibilité et la plage dynamique du système d'essai. 

Données des témoins historiques 

Le laboratoire doit établir: 

—  une plage et une distribution des témoins positifs historiques, 

—  une plage et une distribution des témoins négatifs (non traités, de solvant) historiques. 

Lors de l'acquisition initiale de données en vue d'établir une distribution des témoins négatifs historiques, les 
données des témoins négatifs concomitants doivent être cohérentes avec les données publiées, lorsqu'elles existent. 
Puis, à mesure que de nouvelles données expérimentales viennent étoffer la plage de distribution des témoins, les 
données des témoins négatifs concomitants doivent idéalement se situer dans les limites de contrôle 95 % de cette 
distribution (44) (47). La base de données historiques du laboratoire relatives aux témoins négatifs doit à l'origine 
être constituée à partir d'au moins 10 expériences, sachant qu'il serait préférable qu'elle en compte au moins 20, 
réalisées dans des conditions expérimentales similaires. Les laboratoires doivent avoir recours à des méthodes de 
contrôle de la qualité telles que des graphiques statistiques (cartes C ou cartes X-barre, par exemple (48)), afin de 
déterminer la variabilité de leurs données de témoins positifs et négatifs et de démontrer leur maîtrise de la 
méthodologie (44). On trouve dans la littérature (47) d'autres recommandations sur la façon de constituer et 
d'utiliser ces données historiques (critères d'inclusion et d'exclusion des données dans la base et critères d'accepta
bilité pour une expérimentation donnée). 

Toute modification du protocole expérimental doit être étudiée en termes de cohérence avec les bases de données 
des témoins historiques existantes du laboratoire. Toute incohérence majeure doit conduire à l'établissement d'une 
nouvelle base de données des témoins historiques. 

Les données des témoins négatifs désignent l'incidence des cellules présentant des aberrations chromosomiques 
issues d'une seule culture ou de l'ensemble des cultures réalisées en plusieurs exemplaires, comme décrit au 
paragraphe 21. Les témoins négatifs concomitants se situent idéalement dans les limites de contrôle à 95 % de la 
distribution des données historiques des témoins négatifs contenues dans la base de données du laboratoire (44) 
(47). Lorsque les données des témoins négatifs concomitants se situent en dehors des limites de contrôle à 95 %, 
leur inclusion dans la distribution des témoins historiques peut être acceptable, à condition que ces données ne 
soient pas exagérément extrêmes et qu'il soit prouvé que le système d'essai est «sous contrôle» (voir paragraphe 37) 
et qu'il n'y a pas eu de défaillance technique ou humaine. 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 

Présentation des résultats 

Le pourcentage de cellules présentant une/des aberration(s) structurale(s) doit être évalué. Les aberrations chromati
diques et chromosomiques classées par sous-catégorie (cassure, échange) doivent être consignées séparément, avec 
leur nombre et leur fréquence pour les cultures traitées et les cultures témoins. Les lacunes sont enregistrées et 
rapportées séparément, mais elles ne sont pas incluses dans la fréquence totale des aberrations. Le pourcentage de 
cellules polyploïdes et/ou endoredupliquées est rapporté le cas échéant. 

Il convient aussi d'effectuer des mesures parallèles de cytotoxicité et de les consigner pour toutes les cultures 
traitées et les témoins négatifs et positifs dans la ou les expériences principales sur les aberrations. 

Les données doivent être indiquées individuellement pour chaque culture. En outre, toutes les données doivent être 
résumées sous forme de tableaux. 

Critères d'acceptabilité 

L'acceptation de l'essai repose sur les critères suivants: 

—  Les données relatives aux témoins négatifs concomitants sont considérées comme pouvant être ajoutées à la 
base de données des témoins négatifs historiques du laboratoire (voir paragraphe 39). 

—  Les témoins positifs concomitants (voir paragraphe 26) doivent induire des réponses compatibles avec celles 
générées dans la base de données des témoins positifs historiques et produire une augmentation statistiquement 
significative par rapport aux témoins négatifs concomitants. 

—  Les critères de prolifération cellulaire dans le témoin de solvant doivent être remplis (paragraphes 17 et 18). 

—  Les trois conditions expérimentales ont été testées, à moins que l'une d'entre elles ait abouti à des résultats 
positifs (voir paragraphe 28). 

—  Un nombre adéquat de cellules et de concentrations sont analysables (paragraphes 31 et 21). 

—  Les critères de sélection de la concentration maximale sont cohérents avec ceux décrits aux paragraphes 22, 23 
et 24. 

Évaluation et interprétation des résultats 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement positif si, dans les conditions expérimentales étudiées (voir paragraphe 28): 

a)  au moins une des concentrations d'essai présente une augmentation statistiquement significative par rapport au 
témoin négatif concomitant, 

b)  un test de tendance approprié montre que l'augmentation est liée à la dose, 

c)  des résultats se situent à l'extérieur de la plage de distribution des données des témoins négatifs historiques 
(limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson, par exemple; voir paragraphe 39). 

Lorsque tous ces critères sont remplis, le produit chimique d'essai est considéré comme capable d'induire des 
aberrations chromosomiques dans les cellules de mammifères en culture dans ce système d'essai. Des recomman
dations concernant les méthodes statistiques les plus appropriées sont également disponibles dans la littérature (49) 
(50) (51). 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement négatif si, dans toutes les conditions expérimentales étudiées (voir paragraphe 28): 

a)  aucune concentration d'essai ne présente une augmentation statistiquement significative par rapport au témoin 
négatif concomitant, 
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b)  un test de tendance approprié montre qu'il n'y a pas d'augmentation liée à la concentration, 

c)  l'intégralité des résultats se situe à l'intérieur de la distribution des données des témoins négatifs historiques 
(limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson, par exemple; voir paragraphe 39). 

Le produit chimique d'essai est alors considéré comme incapable d'induire des aberrations chromosomiques dans 
les cellules de mammifères en culture dans ce système d'essai. 

Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse clairement positive ou négative. 

Lorsque la réponse n'est ni clairement négative ni clairement positive, tel que décrit ci-dessus, ou afin d'établir la 
signification biologique d'un résultat, les données doivent être soumises à un jugement d'experts et/ou des investi
gations plus poussées. Il peut être utile d'examiner des cellules supplémentaires (le cas échéant) ou de répéter 
l'expérience, éventuellement dans des conditions expérimentales modifiées [espacement des concentrations, autres 
conditions d'activation métabolique (concentration de S9 ou origine de S9), par exemple]. 

Dans de rares cas, même après des études complémentaires, l'ensemble de données ne permettra pas de conclure à 
un résultat positif ou négatif. Dans ce cas, la réponse au produit chimique d'essai sera considérée comme 
équivoque. 

Une augmentation du nombre de cellules polyploïdes peut signifier que le produit chimique d'essai est capable 
d'inhiber les processus mitotiques et d'induire des aberrations chromosomiques numériques (52). Une 
augmentation du nombre de cellules présentant des chromosomes endoredupliqués peut indiquer que le produit 
chimique d'essai est capable d'inhiber la progression du cycle cellulaire (53) (54) (voir paragraphe 2). La fréquence 
des cellules polyploïdes et des cellules présentant des chromosomes endoredupliqués doit donc être consignée 
séparément. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes: 

Produit chimique d'essai: 

—  source, numero de lot, date limite d'utilisation, si c'est disponible 

—  stabilité du produit chimique d'essai, si elle est connue; 

—  solubilité et stabilité du produit chimique d'essai dans le solvant, si elles sont connues; 

—  mesure du pH, de l'osmolalité et de la précipitation dans le milieu de culture auquel le produit chimique d'essai 
a été ajouté, le cas échéant. 

Substance mono-constituant 

—  apparence physique, hydro-solubilité, autres propriétés physico-chimiques importantes pour la conduite de 
l'étude 

—  identification chimique: nom IUPAC ou CAS, numéro CAS, code SMILES ou InChI, formule structurale, pureté, 
identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc 

Substance multi-constituants, UVCB et mélanges: 

—  caractérisés autant que possible par l'identité chimique des constituants (voir ci-dessus), la présence, la quantité 
et les propriétés physico-chimiques des constituants 

Solvant 

—  justification du choix du solvant; 

—  le pourcentage de solvant présent dans le milieu de culture final devrait aussi être indiqué. 
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Cellules: 

—  type et source des cellules utilisées; 

—  données sur le caryotype et raisons du choix du type de cellule utilisé; 

—  absence de mycoplasmes, pour les lignées cellulaires; 

—  pour les lignées cellulaires, informations sur la durée du cycle cellulaire, le temps de doublement ou l'indice de 
prolifération; 

—  sexe, âge et toute autre information pertinente sur les donneurs de sang, sang complet ou lymphocytes isolés, 
mitogène employé; 

—  nombre de passages, le cas échéant, pour les lignées cellulaires; 

—  méthodes d'entretien des cultures, pour les lignées cellulaires; 

—  nombre modal de chromosomes, pour les lignées cellulaires. 

Conditions de l'essai: 

—  identité de l'agent de blocage de métaphase, sa concentration et la durée de contact; 

—  concentration du produit chimique d'essai sous la forme de sa concentration finale dans le milieu de culture 
(par exemple en µg ou mg/ml ou mM du milieu de culture); 

—  justification du choix des concentrations et du nombre de cultures, y compris données concernant la 
cytotoxicité et les limites de solubilité, par exemple; 

—  composition du milieu, concentration de CO2 le cas échéant, degré d'humidité; 

—  concentration (et/ou volume) de solvant et de produit chimique d'essai ajoutée au milieu de culture; 

—  température d'incubation; 

—  temps d'incubation; 

—  durée du traitement; 

—  délai de récolte après traitement; 

—  densité cellulaire au moment de l'ensemencement, le cas échéant; 

—  type et composition du système d'activation métabolique (source du S9, méthode de préparation du mélange 
S9, concentration ou volume de mélange S9 et de S9 dans le milieu de culture final, contrôles de la qualité du 
S9); 

—  produits chimiques témoins positifs et négatifs, concentrations finales pour chacune des conditions de 
traitement; 

—  méthodes de préparation des lames et technique de coloration utilisées; 

—  critères d'acceptabilité des essais; 

—  critères utilisés pour examiner les aberrations; 

—  nombre de métaphases analysées; 

—  méthodes de mesure de la cytotoxicité; 

—  toute information supplémentaire concernant la cytotoxicité et la méthode utilisée; 

—  critères pour conclure que l'étude est positive, négative ou équivoque; 

—  méthodes utilisées pour déterminer le pH, l'osmolalité et la précipitation. 
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Résultats: 

—  nombre de cellules exposées et nombre de cellules récoltées pour chaque culture en cas de lignées cellulaires; 

—  mesures de la cytotoxicité, par exemple RPD, RICC, MI, autres observations le cas échéant; 

—  informations sur la durée du cycle cellulaire, le temps de doublement ou l'indice de prolifération en cas de 
lignées cellulaires; 

—  signes de précipitation et moment de la détermination; 

—  définition appliquée aux aberrations, y compris aux lacunes; 

—  nombre de cellules examinées, nombre de cellules présentant des aberrations et types d'aberration, donnés 
séparément pour chaque culture traitée et témoin, incluant et excluant les lacunes; 

—  modifications de la ploïdie (cellules polyploïdes et cellules présentant des chromosomes endoredupliqués, 
indiquées séparément) le cas échéant; 

—  relation concentration-réponse, si possible; 

—  données relatives aux témoins négatifs (solvant) et positifs (concentrations et solvants) concomitants; 

—  données relatives aux témoins négatifs (solvant) et positifs historiques, y compris ordres de grandeur, moyennes, 
écarts-types, limites de contrôle à 95 % pour la distribution, et nombre de données; 

—  analyse statistique; valeurs P le cas échéant. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Aberration de type chromatidique: lésion chromosomique structurale se traduisant par une cassure d'une seule 
chromatide ou par une cassure et une réunion entre chromatides. 

Aberration de type chromosomique: lésion chromosomique structurale se traduisant par une cassure, ou par 
une cassure et une réunion, des deux chromatides sur un même site. 

Aberration numérique: modification du nombre de chromosomes par rapport au nombre normal caractéristique 
des cellules employées. 

Aberration structurale: modification de la structure des chromosomes, détectable par un examen au microscope 
des cellules au stade de la métaphase et apparaissant sous la forme de délétions, fragmentations et modifications 
intrachromosomiques ou interchromosomiques. 

Aneuploïdie: tout écart par rapport au nombre diploïde (ou haploïde) normal de chromosomes, d'un seul ou de 
plusieurs chromosomes, mais non d'un ou de plusieurs jeux de chromosomes (polyploïdie). 

Apoptose: mort cellulaire programmée caractérisée par une succession d'étapes menant à la désintégration des 
cellules en particules membranaires qui sont ensuite éliminées par phagocytose ou par excrétion. 

Augmentation relative du nombre de cellules (Relative increase in cell count, RICC): augmentation du 
nombre de cellules dans les cultures exposées à un produit chimique par rapport aux cultures non traitées. Ratio 
exprimé en pourcentage. 

Cassure de chromatide: interruption de la continuité d'une chromatide, manifestée par un défaut d'alignement 
clair de l'une des chromatides. 

Clastogène: produit chimique induisant des aberrations chromosomiques structurales dans des populations 
cellulaires ou des organismes eucaryotes. 

Concentrations: désigne les concentrations finales du produit chimique d'essai dans le milieu de culture. 

Cytotoxicité: pour les essais visés par la présente méthode d'essai et utilisant des lignées cellulaires, la cytotoxicité 
correspond à une baisse du doublement relatif de la population (RPD) ou de l'augmentation relative du nombre de 
cellules (RICC) des cellules traitées par rapport au témoin négatif (voir paragraphe 17 et appendice 2). Pour les 
essais visés par la présente méthode d'essai et utilisant des cultures primaires de lymphocytes, la cytotoxicité 
correspond à une baisse de l'indice mitotique (MI) des cellules exposées par rapport au témoin négatif (voir 
paragraphe 18 et appendice 2). 

Doublement relatif de la population (Relative Population Doubling, RPD): augmentation du nombre de 
doublements de population dans les cultures exposées à un produit chimique par rapport aux cultures non traitées. 
Ratio exprimé en pourcentage. 

Endoreduplication: processus selon lequel le noyau, après une période S de réplication de l'ADN, n'entre pas en 
mitose mais recommence une nouvelle période S. Il en résulte des chromosomes comptant 4, 8, 16,… 
chromatides. 

Fraction S9 de foie: surnageant d'homogénat de foie centrifugé à 9 000 g (extrait de foie cru). 

Génotoxique: terme générique qualifiant tous les types de lésions de l'ADN ou des chromosomes, tels que les 
cassures, délétions, adduits, liaisons et modifications des nucléotides, réarrangements, mutations génétiques, 
aberrations chromosomiques et aneuploïdies. Tous les types d'effets génotoxiques n'entraînent pas nécessairement 
de mutations ou de lésions chromosomiques stables. 

Indice mitotique (Mitotic Index, MI): nombre de cellules en métaphase divisé par le nombre total de cellules dans 
une population; une indication de la vitesse de prolifération. 

Lacune chromatidique: région non colorée (lésion achromatique) d'une seule chromatide pour laquelle on 
observe un défaut d'alignement minime de la chromatide. 

Mélange S9: mélange de fraction S9 de foie et de cofacteurs nécessaires à l'activité des enzymes métaboliques. 
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Mitose: division du noyau cellulaire, généralement décomposée en prophase, prométaphase, métaphase, anaphase 
et télophase. 

Mutagène: qui produit une modification héréditaire portant sur une ou plusieurs séquences de paires de bases 
d'ADN génique, ou sur la structure de chromosomes (aberrations chromosomiques). 

Polyploïdie: aberrations chromosomiques numériques dans des cellules ou des organismes, impliquant un ou 
plusieurs jeux de chromosomes et non un ou plusieurs chromosomes isolés (aneuploïdie). 

Prolifération cellulaire: augmentation du nombre de cellules résultant de la division cellulaire mitotique. 

Statut p53: la protéine p53 intervient dans la régulation du cycle cellulaire, l'apoptose et la réparation de l'ADN. 
Les cellules déficientes en protéine p53 fonctionnelle, incapables d'arrêter le cycle cellulaire ou d'éliminer les cellules 
lésées par le biais de l'apoptose ou d'autres mécanismes (induction de la réparation de l'ADN, par exemple) liés aux 
fonctions de p53 en réponse à des lésions de l'ADN, devraient théoriquement être davantage sujettes aux mutations 
génétiques ou aux aberrations chromosomiques. 

Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai. 

Témoin de solvant: terme générique désignant les cultures témoins recevant uniquement le solvant utilisé pour 
dissoudre le produit chimique d'essai. 

Témoins non traités: cultures ne recevant aucun traitement (ni produit chimique d'essai ni solvant) mais 
préparées parallèlement et de la même façon que les cultures exposées au produit chimique d'essai.   
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Appendice 2 

FORMULES POUR L'ÉVALUATION DE LA CYTOTOXICITÉ 

Indice mitotique (MI): 

MIð%Þ ¼
Nombre de cellules mitotiques

Nombre total de cellules examinées
� 100  

L'augmentation relative du nombre de cellules (RICC) et le doublement relatif de la population (RPD) sont 
des mesures recommandées, qui tiennent compte de la proportion de cellules ayant effectué une division cellulaire. 

RICCð%Þ ¼
ð Augmentation du nombre de cellules dans les cultures traitéesðfinal - initialÞÞ

ð Augmentation du nombre de cellules dans les cultures témoinsðfinal - initialÞÞ
� 100  

RPDð%Þ ¼
ðNombre de doublements de population dans les cultures traitéesÞ
ðNombre de doublements de population dans les cultures témoinsÞ

� 100  

où: 

Doublement de population = [log (nombre de cellules post-application ÷ nombre de cellules initial)] ÷ log 2 

Par exemple, une RICC ou un RPD de 53 % indique une cytotoxicité/cytostase de 47 % et une cytotoxicité/cytostase 
de 55 % mesurée par le MI signifie que le MI réel représente 45 % du témoin. 

Quoi qu'il en soit, il convient de mesurer le nombre de cellules avant traitement, qui doit être identique dans les 
cultures traitées et les cultures témoins négatives. 

Le RCC (à savoir le ratio nombre de cellules dans les cultures traitées / nombre de cellules dans les cultures 
témoins) était utilisé auparavant comme paramètre de cytotoxicité, mais n'est plus recommandé car il peut induire 
une sous-estimation de la cytotoxicité. 

Dans les cultures témoins négatives, le doublement de la population doit être compatible avec l'obligation de 
prélever des cellules à l'issue d'une période équivalente à environ 1.5 fois la durée normale du cycle cellulaire après 
le début du traitement, et l'indice mitotique doit être assez élevé pour obtenir un nombre suffisant de cellules en 
mitose et calculer de façon fiable une réduction de 50 %.»  

(4) Dans la partie B, le chapitre B.11 est remplacé par le texte suivant: 

«B.11 Essai d'aberration chromosomique sur moelle osseuse de mammifères 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 475 (2016) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Elle s'inscrit dans une série de méthodes d'essai sur la toxicologie génétique. Par ailleurs, un document 
de l'OCDE qui fournit des informations succintes sur les essais de génotoxicité et donne une vue d'ensemble des 
modifications récemment apportées à ces lignes directrices a été élaboré (1). 

L'essai d'aberration chromosomique in vivo sur moelle osseuse de mammifères se prête particulièrement bien à 
l'évaluation de la génotoxicité car, malgré des variations entre les espèces, les facteurs du métabolisme in vivo, la 
pharmacocinétique et les processus de réparation de l'ADN sont actifs et contribuent aux réponses. L'essai in vivo 
est également considéré comme utile pour explorer plus avant un effet génotoxique détecté dans un système in 
vitro. 
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L'essai d'aberration chromosomique in vivo est destiné à identifier les produits chimiques d'essai qui provoquent 
des aberrations chromosomiques structurales dans des cellules de moelle osseuse d'animaux, généralement des 
rongeurs (2) (3) (4) (5). Les aberrations structurales peuvent être de deux types: chromosomiques ou chromati
diques. Si la majorité des aberrations induites par des produits chimiques génotoxiques sont de type chromatidique, 
des aberrations chromosomiques se produisent aussi. Les lésions chromosomiques et les événements connexes sont 
à l'origine de beaucoup de maladies génétiques humaines et on a de bonnes raisons de penser que, lorsque ces 
lésions et événements connexes frappent des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs, ils jouent un rôle 
dans le cancer chez l'homme et dans les systèmes expérimentaux. Il est possible que des cas de polyploïdie (y 
compris d'endoreduplication) surviennent dans les essais d'aberration chromosomique in vivo. Or, une 
augmentation de la polyploïdie n'est n'indique pas en soi le signe d'un potentiel aneugène et peut simplement 
indiquer une perturbation du cycle cellulaire ou une cytotoxicité. Cet essai n'est pas conçu pour mesurer l'aneu
ploïdie. Pour détecter l'aneuploïdie, il est recommandé de réaliser un test du micronoyau in vivo sur érythrocytes de 
mammifère (chapitre B.12 de la présente annexe) ou un test du micronoyau in vitro sur cellules de mammifères 
(chapitre B.49 de la présente annexe). 

Les définitions utilisées sont données à l'appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

Les rongeurs sont couramment utilisés dans cet essai, mais dans certains cas, d'autres espèces peuvent convenir si 
cela est justifié sur le plan scientifique. Cet essai se pratique sur la moelle osseuse, qui est un tissu très vascularisé 
formé d'une population de cellules au cycle rapide et faciles à prélever et à traiter. L'utilisation d'une espèce autre 
que le rat ou la souris doit être scientifiquement justifiée dans le rapport. Si des animaux autres que des rongeurs 
sont utilisés, il est recommandé que la mesure des aberrations chromosomiques sur la moelle osseuse soit intégrée 
à un autre essai de toxicité pertinent. 

Cet essai n'est pas pertinent s'il est prouvé que les substances chimiques d'essai, ou leurs métabolites, n'atteindront 
pas le tissu cible. 

Avant d'utiliser la méthode d'essai sur un mélange pour générer des données avec pour objectif recherché l'appli
cation réglementaire, on examinera si, et si oui, pourquoi, elle peut fournir des résultats adéquats à cette fin. De 
telles considérations ne sont pas nécessaires quand les exigences réglementaires stipulent que le mélange doit être 
testé. 

PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Les animaux sont exposés au produit chimique d'essai par une voie d'exposition idoine et sont euthanasiés au 
moment approprié après le traitement. Avant l'euthanasie, les animaux sont traités avec un inhibiteur du fuseau 
(par exemple la colchicine ou le colcemide). Ensuite, les préparations chromosomiques faites à partir de cellules de 
la moelle osseuse sont colorées et les cellules en métaphase sont examinées pour mettre en évidence les aberrations 
chromosomiques. 

VÉRIFICATION DES COMPÉTENCES DU LABORATOIRE 

Épreuves de compétence 

Afin d'établir qu'il possède une expérience suffisante pour mener à bien l'essai avant de l'utiliser en routine, le 
laboratoire doit démontrer sa capacité à reproduire les résultats attendus d'après les données publiées ((6), par 
exemple) concernant les fréquences d'aberrations chromosomiques, avec un minimum de deux substances 
chimiques témoins positifs (y compris des réponses faibles induites par des doses faibles de témoins positifs) tels 
que ceux énumérés au tableau 1 et avec des témoins de véhicule/solvant compatibles (voir paragraphe 22). Les 
doses utilisées dans le cadre de ces expériences doivent produire des augmentations reproductibles qui sont 
fonction de la dose administrée, et démontrer la sensibilité et la plage dynamique du système d'essai sur le tissu en 
question (moelle osseuse); la méthode d'analyse retenue doit être celle qui sera employée par le laboratoire. Cette 
exigence ne s'applique pas aux laboratoires possédant déjà une expérience, c'est-à-dire qui disposent d'une base de 
données historiques telle que définie aux paragraphes 10 à 14. 
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Données des témoins historiques 

Dans le cadre de la vérification des compétences, le laboratoire devra établir: 

—  une plage et une distribution des témoins positifs historiques, et 

—  une plage et une distribution des témoins négatifs historiques. 

Lors de l'acquisition initiale de données en vue d'établir une distribution des témoins négatifs historiques, les 
données des témoins négatifs concomitants doivent être cohérentes avec les données publiées, lorsqu'elles existent. 
Puis, à mesure que de nouvelles données expérimentales viennent étoffer la plage de distribution des témoins 
historiques, les données des témoins négatifs concomitants doivent idéalement se situer dans les limites de contrôle 
à 95 % de cette distribution. La base des données historiques du laboratoire relatives aux témoins négatifs doit être 
statistiquement robuste pour permettre au laboratoire d'évaluer la distribution de ses données des témoins négatifs. 
La littérature suggère qu'un minimum de 10 expériences peut-être nécessaire, sachant qu'il serait préférable d'en 
compter au moins 20, réalisées dans des conditions expérimentales similaires. Le laboratoire doit avoir recours à 
des méthodes de contrôle de la qualité telles que des graphiques statistiques (cartes C ou cartes X-barre, par 
exemple (7)), afin de déterminer la variabilité de ses données et de démontrer sa maîtrise de la méthodologie. On 
trouve dans la littérature (8) d'autres recommandations sur la façon de constituer et d'utiliser ces données 
historiques (critères d'inclusion et d'exclusion des données dans la base et critères d'acceptabilité pour une expéri
mentation donnée). 

Si, au cours des expériences visant à vérifier sa compétence (comme décrit au paragraphe 9), le laboratoire n'a pas 
réalisé un nombre suffisant d'expériences pour établir une distribution des témoins négatifs statistiquement robuste 
(voir paragraphe 11), on peut accepter que la distribution soit construite au cours des premiers tests de routine. 
Cette approche devra suivre les recommandations établies dans la littérature (8) et les résultats des témoins négatifs 
obtenus lors de ces expériences devront être cohérents avec les données publiées des témoins négatifs. 

Toute modification du protocole expérimental doit être étudiée à la lumière de ses répercussions sur la cohérence 
des nouvelles données avec celles de la base de données des témoins historiques. Seules des incohérences majeures 
justifient l'établissement d'une nouvelle base de données des témoins historiques, après confirmation de la 
différence de distribution des données par des experts (voir paragraphe 11). Lors de la constitution de cette 
nouvelle base de données, le laboratoire n'a pas forcément besoin d'une base de données de témoins négatifs 
complète pour autoriser la conduite d'un essai, à condition qu'il puisse apporter la preuve que les valeurs des 
témoins négatifs concomitants sont cohérentes avec la précédente base de données ou avec les données publiées 
correspondantes. 

Les données des témoins négatifs désignent l'incidence des aberrations chromosomiques structurales (lacunes non 
comprises) chez chaque animal. Les témoins négatifs concomitants se situent idéalement dans les limites de 
contrôle à 95 % de la distribution des données historiques des témoins négatifs contenues dans la base de données 
du laboratoire. Lorsque les données des témoins négatifs concomitants se situent en dehors des limites de contrôle 
à 95 %, leur inclusion dans la distribution des témoins historiques peut être acceptable, à condition que ces 
données ne soient pas exagérément extrêmes, et qu'il soit prouvé que le système d'essai est «sous contrôle» (voir 
paragraphe 11) et qu'il n'y a pas eu de défaillance technique ou humaine. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Préparations 

Choix des espèces animales 

Il convient d'employer de jeunes animaux adultes sains issus de souches de laboratoire courantes. Les rats sont 
habituellement utilisés, mais les souris peuvent également convenir. Toute autre espèce appropriée de mammifère 
peut être employée à condition qu'une justification scientifique de ce choix soit donnée dans le rapport. 
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Conditions d'encagement et d'alimentation des animaux 

Pour les rongeurs, la température de l'animalerie doit être maintenue à 22°C (± 3°C). L'humidité relative, qui est 
idéalement de 50 à 60 %, doit atteindre au moins 40 % et de préférence ne pas dépasser 70 %, sauf durant le 
nettoyage du local. L'éclairage est artificiel, la séquence d'éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 heures 
d'obscurité. Le régime alimentaire des animaux est le régime classique de laboratoire avec eau potable à volonté. Le 
choix des aliments peut être influencé par la nécessité d'assurer une bonne incorporation du produit chimique dans 
la nourriture si l'administration se fait par cette voie. Les rongeurs sont mis en cage par petits groupes d'individus 
de même sexe (cinq au maximum par cage) recevant le même traitement, si aucun comportement agressif n'est à 
craindre, de préférence dans des cages à fond plein dotées d'un enrichissement environnemental approprié. Les 
animaux peuvent être encagés individuellement si cela est justifié sur le plan scientifique. 

Préparation des animaux 

On choisit habituellement de jeunes animaux adultes sains (les rongeurs sont idéalement âgés de 6 à 10 semaines 
au début du traitement, bien que des animaux un peu plus âgés soient également acceptables), qui sont répartis de 
manière aléatoire entre les groupes témoins et les groupes de traitement. Chaque animal est identifié individuel
lement selon une méthode sans cruauté, la moins invasive possible (par exemple, baguage, étiquetage, pose d'une 
puce électronique ou identification biométrique, en évitant l'entaillage des oreilles ou la phalangectomie) et gardés 
dans leurs cages pendant au moins cinq jours afin qu'ils s'acclimatent aux conditions du laboratoire. Les cages 
doivent être placées de manière à réduire au minimum l'influence éventuelle de leur disposition sur les résultats. Il 
convient d'éviter toute contamination croisée entre le témoin positif et le produit chimique d'essai. Au début de 
l'étude, la variation pondérale des animaux doit être minimale et ne pas dépasser ± 20 pour cent du poids moyen 
de chaque sexe. 

Préparation des doses 

Lorsque les produits chimiques testés sont solides, ils sont dissous ou mis en suspension dans des solvants ou des 
véhicules appropriés, ou incorporés aux aliments ou à l'eau de boisson avant d'être administrés aux animaux. Les 
produits chimiques liquides peuvent être administrés directement ou dilués avant d'être administrés. En cas 
d'exposition par inhalation, les produits chimiques d'essai peuvent être administrés sous forme de gaz, de vapeur 
ou d'aérosol solide ou liquide, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. On utilisera des préparations 
fraîches, sauf si l'on dispose de données qui démontrent la stabilité des préparations dans les conditions du 
stockage et définissent les conditions de stockage appropriées. 

Solvant/véhicule: 

Le solvant/véhicule ne doit pas produire d'effets toxiques aux doses utilisées ni interagir avec les produits chimiques 
d'essai. Le recours à des solvants/véhicules inhabituels doit être justifié par des données de référence faisant état de 
leur compatibilité. Il est recommandé d'envisager en premier lieu l'utilisation d'un solvant/véhicule aqueux chaque 
fois que c'est possible. Parmi les exemples de solvants/véhicules compatibles couramment utilisés figurent 
notamment l'eau, le sérum physiologique, les solutions de méthylcellulose, les solutions de carboxyméthylcellulose 
sodique, l'huile d'olive et l'huile de maïs. En l'absence de données historiques ou publiées montrant que le véhicule/ 
solvant inhabituel sélectionné n'induit aucune aberration structurale ou effet délétère, une étude initiale devra être 
réalisée afin d'établir l'acceptabilité du témoin de solvant/véhicule. 

Témoins 

Témoins positifs 

Chaque essai doit normalement inclure un groupe d'animaux traités avec une substance chimique utilisée comme 
témoin positif. Cette étape peut être évitée une fois que le laboratoire d'essai a apporté la preuve de ses 
compétences pour la conduite de l'essai et établi la plage des témoins positifs historiques. Lorsqu'aucun groupe 
témoin concomitant n'est utilisé simultanément, des témoins d'examen (lames fixes et non colorées) devront être 
inclus dans chaque expérience. Pour ce faire, on pourra intégrer à l'étape d'examen des échantillons de référence 
idoines obtenus et stockés lors d'un essai séparé sur témoin positif mené périodiquement (par exemple, tous les 6 à 
18 mois) dans le laboratoire dans lequel l'essai est conduit, notamment au cours de l'épreuve de compétence et par 
la suite sur une base régulière, si nécessaire. 
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Les susbtances utilisés comme témoins positifs doivent produire, de façon fiable, un accroissement détectable de la 
fréquence des cellules présentant des aberrations chromosomiques par rapport au niveau spontané. Les doses des 
témoins positifs doivent être choisies de telle sorte que les effets soient nets mais que l'identité des lames codées ne 
soit pas évidente pour l'examinateur. Il est possible d'administrer le témoin positif par une voie différente de celle 
du produit chimique d'essai, de suivre un autre programme de traitement et de n'effectuer qu'un seul prélèvement 
d'échantillon. De plus, l'emploi de témoins positifs appartenant à la même classe chimique peut être envisagé, s'il y 
a lieu. Des exemples de substances chimiques utilisées comme témoins positifs figurent au tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 

Exemples de substances chimiques utilisées comme témoins positifs 

Substance chimique No CAS 

Méthanesulfonate d'éthyle 62-50-0 

Méthanesulfonate de méthyle 66-27-3 

Ethylnitrosourée 759-73-9] 

Mitomycine C 50-07-7] 

Cyclophosphamide (monohydratée) 50-18-0 (6055-19-2) 

Triéthylènemélamine CAS 51-18-3  

Témoins négatifs 

Pour chaque moment d'échantillonnage, il faut inclure un groupe d'animaux témoins négatifs, qui seront manipulés 
de la même façon que les groupes traités, mais ne recevront pas le produit chimique d'essai. Si un solvant/véhicule 
est utilisé pour administrer le produit chimique d'essai, ce solvant/véhicule doit être administré au groupe témoin. 
Toutefois, si des résultats obtenus antérieurement par le laboratoire d'essai démontrent que la variabilité interindivi
duelle et la fréquence des cellules comportant des aberrations chromosomiques provenant de témoins négatifs sont 
stables pour chaque moment d'échantillonnage, un seul prélèvement peut alors suffire pour les témoins négatifs. 
Dans ce cas, il doit intervenir au moment du premier prélèvement effectué dans le cadre de l'étude. 

MODE OPÉRATOIRE 

Nombre et sexe des animaux 

En règle générale, la réponse des micronoyaux est similaire chez les animaux mâles et femelles (9), et il est à 
prévoir qu'il en sera de même pour les aberrations chromosomiques structurales; la plupart des études pourrait 
donc être réalisée sur l'un ou l'autre des deux sexes. Des données démontrant des différences significatives entre les 
mâles et les femelles (par exemple sur le plan de la toxicité systémique, du métabolisme, de la biodisponibilité, de 
toxicité sur la moelle osseuse, etc comprenant également des données provenant par exemple d'études de détermi
nation des doses) encouragent l'utilisation des deux sexes. Il peut donc être plus approprié dans ce cas de mener 
une étude sur les deux sexes, par exemple dans le cadre d'une étude de toxicité à doses répétées. Il pourrait être 
judicieux de recourir à un plan factoriel en cas d'utilisation des deux sexes. Des précisions sur cette méthode 
d'analyse des données sont fournies à l'appendice 2. 
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La taille des groupes au début de l'étude doit permettre de disposer dans chaque groupe d'au moins cinq animaux 
analysables du même sexe, ou de chaque sexe si les deux sont utilisés. Si l'exposition humaine est spécifique pour 
un sexe, par exemple dans le cas de certains produits pharmaceutiques, l'essai sera pratiqué sur des animaux du 
sexe approprié. À titre d'information concernant le nombre maximum d'animaux généralement requis, une étude 
sur moelle osseuse comptant deux moments d'échantillonnage et impliquant trois groupes de traitement et un 
groupe de témoins négatifs concomitants, plus un groupe de témoins positifs (chaque groupe étant composé de 
cinq animaux du même sexe) nécessitera 45 animaux. 

Niveaux de dose 

Si l'on procède à une étude préliminaire de détermination des doses à administrer parce qu'on ne dispose pas de 
données fiables pour orienter le choix des doses, cette étude préliminaire doit être effectuée dans le même 
laboratoire, en utilisant une espèce, une souche, un sexe et un régime de traitement identiques à ceux de l'étude 
principale (10). Elle devra avoir pour objectif de déterminer la dose maximale tolérée (DMT), définie comme la 
dose la plus élevée qui sera tolérée sans faire apparaître de toxicité limitante, dans le cadre de la durée de l'étude 
(par exemple, induisant une baisse du poids corporel ou une cytotoxicité du système hématopoïétique), mais ne 
provoquant pas la mort ou des signes de douleur, de souffrance ou de détresse imposant de sacrifier les animaux 
(11). 

La dose la plus élevée peut aussi être définie comme celle qui donne lieu à certains symptômes de toxicité pour la 
moelle osseuse. 

Les substances chimiques dont les propriétés toxicocinétiques sont saturées ou qui induisent un processus de 
détoxification pouvant se traduire par une baisse de l'exposition après une administration à long terme peuvent 
faire exception aux critères d'établissement des doses et doivent être évaluées au cas par cas. 

Pour permettre d'obtenir des informations sur la relation dose-réponse, une étude complète doit comporter un 
groupe témoin négatif et au moins trois niveaux de doses, espacés en général d'un facteur de 2, mais pas de plus de 
4. Si le produit chimique d'essai ne provoque aucune toxicité dans le cadre d'une étude de détermination des doses, 
ou d'après les données disponibles, la dose la plus élevée pour une administration unique doit être de 2 000 mg/kg 
de poids corporel. Néanmoins, si le produit chimique d'essai provoque une toxicité, la dose administrée la plus 
élevée devra correspondre à la DMT et les niveaux de dose employés devront de préférence s'étendre de la dose 
maximale à une dose induisant peu ou pas de toxicité. Lorsqu'une toxicité sur le tissu cible (moelle osseuse) est 
observée à tous les niveaux de doses administrés, il est conseillé de procéder à des études complémentaires à des 
doses non toxiques. Les études visant à caractériser davantage les informations sur la relation quantitative dose- 
réponse peuvent nécessiter un ou plusieurs groupes de traitement supplémentaires. Enfin, ces limites peuvent varier 
pour certains types de produits chimiques d'essai (par exemple les produits pharmaceutiques à usage humain) 
faisant l'objet d'exigences spécifiques. 

Essai limite 

Si les essais préliminaires de détermination des doses ou les données existantes concernant des souches de rongeurs 
apparentées indiquent qu'un régime de traitement égal ou supérieur à la dose limite (décrite ci-dessous) n'engendre 
pas d'effets toxiques observables (notamment aucune dépression de la fonction médullaire osseuse ni autre 
cytotoxicité pour le tissu cible), et si la génotoxicité n'est pas escomptée d'après des études de génotoxicité in vitro 
ou d'après les données relatives aux substances structurellement apparentées, une étude complète utilisant trois 
niveaux de doses peut ne pas être considérée comme nécessaire, à condition qu'il ait été démontré que le/les 
produit(s) chimiques d'essai atteignent le tissu cible (moelle osseuse). Dans ce cas, un seul niveau de dose, égal à la 
dose limite, peut s'avérer suffisant. Pour une période d'administration de plus de 14 jours, la dose limite est de 
1 000 mg/kg de poids corporel/jour. Pour des périodes d'administration de 14 jours ou moins, la dose limite est de 
2 000 mg/kg de poids corporel/jour. 
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Administration des doses 

Lors de la conception d'un essai, il convient de tenir compte de la voie d'exposition humaine anticipée. Par 
conséquent, les voies d'administration telles que l'alimentation, l'eau de boisson, l'inhalation, l'implantation ainsi 
que les voies topique, sous-cutanée, intraveineuse, orale (par gavage) et intra-trachéale sont autant de choix valables, 
sous réserve qu'ils soient justifiés. Dans tous les cas, la voie retenue doit permettre une exposition adéquate du/des 
tissu(s) cible(s). L'injection intrapéritonéale n'est en général pas recommandée, car elle ne constitue pas une voie 
d'exposition humaine envisagée, et ne sera utilisée qu'en cas de justification scientifique spécifique. Si le produit 
chimique d'essai est mélangé à l'alimentation ou à l'eau de boisson, surtout dans le cas d'un dosage unique, il 
convient de s'assurer que le délai entre l'absorption de nourriture et d'eau et le prélèvement est suffisant pour 
permettre une détection des effets (voir paragraphes 33 et 34). Le volume maximal de liquide administrable en une 
fois par gavage ou par injection dépend de la taille de l'animal. Ce volume ne doit normalement pas excéder 1 ml/ 
100 g de poids corporel, sauf pour les solutions aqueuses, où un maximum de 2 ml/100 g est acceptable. L'utili
sation de volumes plus importants doit être justifiée. Il convient de réduire au minimum la variation du volume 
administré en ajustant la concentration à tous les niveaux de doses, afin de garantir l'administration d'un volume 
constant pour un poids corporel donné, sauf pour les produits irritants ou corrosifs dont les effets sont 
généralement exacerbés lorsqu'on augmente la concentration. 

Programme de traitement 

En règle générale, les produits chimiques d'essai sont administrés en une seule fois, mais si le volume est important, 
l'administration peut être fractionnée (à raison de deux traitements ou plus le même jour à intervalles de 2 à 3 
heures maximum). En pareil cas, ou lors d'une administration du produit chimique d'essai par inhalation, le 
moment d'échantillonnage sera fixé en fonction du moment d'administration de la dernière fraction, ou de la fin de 
l'exposition. 

On ne dispose guère de données sur la pertinence d'un protocole de doses répétées pour cet essai. Cependant, dans 
les cas où il est conseillé d'intégrer cet essai à un essai de toxicité à doses répétées, il faut prendre soin d'éviter la 
perte de cellules mitotiques présentant des lésions chromosomiques, un phénomène susceptible de se produire à 
des doses toxiques. Une telle intégration est acceptable lorsque la dose la plus élevée est supérieure ou égale à la 
dose limite (voir paragraphe 29) et que cette dose limite est administrée à un groupe de traitement pendant toute la 
durée du traitement. Il convient de considérer le test du micronoyau (méthode d'essai B.12) comme le test in vivo 
de première intention pour la détection des aberrations chromosomiques lorsqu'une intégration à d'autres études 
est souhaitée. 

Les échantillons de moelle osseuse doivent être prélevés à deux moments différents à la suite de chaque traitement. 
Pour les rongeurs, le premier intervalle de prélèvement se situe à 1.5 fois la durée normale du cycle cellulaire 
(généralement de 12 à 18 heures après le traitement). Étant donné que le temps requis par l'absorption et la 
métabolisation des produits chimiques d'essai ainsi que leur effet sur la cinétique du cycle cellulaire peuvent influer 
sur le moment optimal pour la détection des aberrations chromosomiques, on recommande d'effectuer un autre 
prélèvement 24 heures après le premier. Au premier moment d'échantillonnage, tous les groupes de traitement 
doivent être traités et des échantillons collectés pour analyse; cependant, lors du/des prélèvement(s) ultérieur(s), 
seule la dose la plus élevée doit être administrée. Si l'on applique des programmes de traitement qui couvrent plus 
d'une journée sur justification scientifique, l'échantillonnage devrait normalement intervenir à l'issue d'une période 
équivalent à environ 1.5 fois la durée normale du cycle cellulaire après la fin du traitement. 

Après le traitement et avant le prélèvement des échantillons, les animaux reçoivent une dose appropriée d'un 
inhibiteur du fuseau (par exemple le Colcemide ou la colchicine) par injection intrapéritonéale et les prélèvements 
sont ensuite effectués dans un délai approprié, qui est de 3 à 5 heures environ pour la souris et de 2 à 5 heures 
pour le rat. Les cellules sont prélevées dans la moelle osseuse, dilatées, fixées et colorées, puis analysées en vue de 
détecter des aberrations chromosomiques (12). 
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Observations 

Les animaux d'essai font l'objet d'un examen clinique général. Les signes cliniques doivent être consignés au moins 
une fois par jour, de préférence aux mêmes heures, en prenant en considération la période où les effets anticipés 
devraient être les plus marqués après l'administration. Au moins deux fois par jour pendant la durée du traitement, 
l'ensemble des animaux fait l'objet d'un constat de morbidité et de mortalité. Tous les animaux doivent être pesés 
au début de l'étude, au moins une fois par semaine au cours des études à doses répétées, puis lors de l'euthanasie. 
Pour les études dont la durée est égale ou supérieure à une semaine, la consommation de nourriture doit également 
être mesurée au moins une fois par semaine. Si le produit chimique testé est administré dans l'eau de boisson, la 
consommation d'eau est mesurée à chaque changement d'eau et au moins une fois par semaine. Les animaux 
montrant des signes non létaux de toxicité excessive sont euthanasiés avant la fin de l'essai (11). 

Exposition du tissu cible 

Lorsque cela se justifie et qu'il n'existe pas d'autres données sur l'exposition (voir paragraphe 44), il convient de 
réaliser un prélèvement sanguin au(x) moment(s) idoine(s) pour vérifier la concentration des produits chimiques 
d'essai dans le plasma afin de démontrer que la moelle osseuse a bien été exposée. 

Préparation de la moelle osseuse et des chromosomes 

Les cellules de moelle osseuse sont obtenues à partir des fémurs ou des tibias des animaux immédiatement après 
l'euthanasie, exposées à une solution hypotonique et fixées. Les cellules en métaphase sont ensuite étalées sur des 
lames et colorées selon des méthodes éprouvées (voir (3) (12)). 

Analyse 

Toutes les lames, y compris celles des témoins positifs et négatifs, doivent être codées individuellement avant 
l'analyse et randomisées afin que l'analyste ignore à quel traitement elles correspondent. 

L'indice mitotique sert de mesure de la cytotoxicité et doit être déterminé dans un minimum de 1 000 cellules 
pour tous les animaux traités (témoins positifs compris) et les animaux non traités ou témoins de véhicule/solvant. 

Un minimum de 200 métaphases par animal doit être analysé pour détecter les aberrations chromosomiques, 
lacunes comprises et non comprises (6). Cependant, si la base de données des témoins négatifs historiques indique 
une fréquence de fond moyenne des aberrations chromosomiques structurelles < 1 % dans le laboratoire, il 
convient d'envisager l'examen de cellules supplémentaires. Les aberrations de type chromatidique et chromo
somique doivent être consignées séparément et classées par sous-types (cassures, échanges). Les procédures en 
cours dans le laboratoire doivent assurer que l'analyse des aberrations chromosomiques est réalisée par des 
examinateurs qualifiés, sous le contrôle de pairs si nécessaire. Étant donné que les procédures de préparation des 
lames provoquent souvent la rupture d'une certaine fraction des cellules en métaphase, entraînant une perte de 
chromosomes, toutes les cellules examinées doivent contenir un nombre de centromères égal ou supérieur à 
2n ± 2, n étant le nombre haploïde de chromosomes pour cette espèce. 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 

Traitement des résultats 

Les résultats individuels pour chaque animal doivent être présentés sous forme de tableaux. L'indice mitotique, le 
nombre de cellules en métaphase examinées, le nombre d'aberrations par cellule en métaphase ainsi que le 
pourcentage de cellules présentant une/des aberration(s) chromosomique (s) structurale(s) doivent être indiqués 
pour chaque animal. Les différents types d'aberrations chromosomiques structurales doivent être consignés avec 
leur nombre et leur fréquence pour les groupes de traitement et témoins. Les lacunes, ainsi que les cellules 
polyploïdes et présentant des chromosomes endoredupliqués sont notées séparément. La fréquence des lacunes est 
rapportée mais n'est généralement pas incluse dans l'analyse de la fréquence totale des aberrations. S'il n'y a pas de 
différence de réponse entre sexes, les données des deux sexes peuvent être combinées dans l'analyse statistique. Les 
données relatives à la toxicité pour l'animal et aux signes cliniques doivent elles aussi figurer dans le rapport. 

Critères d'acceptabilité 

Les critères suivants déterminent l'acceptabilité de l'essai: 

a)  Les données relatives aux essais témoins négatifs concomitants sont considérées comme pouvant être ajoutées à 
la base de données des témoins historiques du laboratoire (voir paragraphes 11 à 14); 

b)  Les témoins positifs ou témoins d'examen concomitants doivent induire des réponses compatibles avec celles 
générées par les témoins positifs figurant dans la base de données historiques et produire une augmentation 
statistiquement significative par rapport au témoin négatif concomitant (voir paragraphes 20 — 21); 

c)  Le nombre idoine de doses et de cellules est analysé; 

d)  Les critères de sélection de la dose la plus élevée sont cohérents avec ceux décrits aux paragraphes 25 à 28. 

Évaluation et interprétation des résultats 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement positif si: 

a)  au moins un des groupes de traitement présente une augmentation statistiquement significative de la fréquence 
des cellules présentant des aberrations chromosomiques structurales (lacunes non comprises) par rapport aux 
témoins négatifs concomitants, 

b)  un test de tendance approprié montre que l'augmentation est liée à la dose pour au moins l'un des moments 
d'échantillonnage, 

c)  les résultats se situent à l'extérieur de la plage de distribution des données des témoins négatifs historiques (par 
exemple, limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson). 

Si seule la dose la plus élevée est étudiée à un moment d'échantillonnage particulier, un produit chimique d'essai est 
considéré comme clairement positif si on constate une augmentation statistiquement significative par rapport aux 
témoins négatifs concomitants et que les résultats se situent à l'extérieur de la plage de distribution des données des 
témoins négatifs historiques (par exemple, limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson). Des recommandations 
concernant les méthodes statistiques les plus appropriées sont également disponibles dans la littérature (13). Une 
analyse de la relation dose-réponse doit porter sur un minimum de trois groupes de traitement. Les méthodes 
statistiques doivent utiliser l'animal comme unité expérimentale. Des résultats positifs obtenus dans un essai 
d'aberration chromosomique indiquent qu'un produit chimique d'essai induit des aberrations chromosomiques dans 
la moelle osseuse de l'espèce testée. 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement négatif si, dans toutes les conditions expérimentales étudiées: 

a)  aucun des groupes de traitement ne présente une augmentation statistiquement significative de la fréquence des 
cellules présentant des aberrations chromosomiques structurales (lacunes non comprises) par rapport aux 
témoins négatifs concomitants, 
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b)  un test de tendance approprié montre qu'à aucun des moments d'échantillonnage, il n'y a d'augmentation liée à 
la dose, 

c)  l'intégralité des résultats se situe à l'intérieur de la plage de distribution des données des témoins négatifs 
historiques (par exemple, limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson) et, 

d)  il y a bien eu exposition de la moelle osseuse à la / aux substance(s) chimique(s) d'essai. 

Des recommandations concernant les méthodes statistiques les plus appropriées sont disponibles dans la littérature 
(13). L'exposition de la moelle osseuse à une substance chimique d'essai peut être démontrée par une baisse de 
l'indice mitotique ou par la mesure de la concentration de la/des substance(s) chimique(s) d'essai dans le plasma ou 
le sang. Dans le cas d'une administration par voie intraveineuse, des preuves de l'exposition ne sont pas requises. 
Pour démontrer l'exposition de la moelle osseuse, on peut également avoir recours aux données ADME, obtenues 
dans le cadre d'une étude indépendante employant la même voie d'administration et la même espèce. Des résultats 
négatifs signifient que, dans les conditions de l'essai, le produit chimique d'essai n'induit pas d'aberrations chromo
somiques structurales dans la moelle osseuse de l'espèce testée. 

Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse positive claire ou négative claire. 

Lorsque la réponse n'est ni clairement négative ni clairement positive, et afin d'établir la signification biologique 
d'un résultat (par exemple, une augmentation faible ou marginale), les données doivent être soumises à un 
jugement d'experts et/ou des investigations plus poussées sur les expériences déjà réalisées. Dans certains cas, il 
peut être utile d'examiner des cellules supplémentaires ou de répéter l'expérience en modifiant les conditions expéri
mentales. 

Dans de rares cas, même après des investigations complémentaires, les données ne permettront pas de conclure 
que le produit chimique d'essai provoque des résultats clairement positifs ou négatifs. Les résultats de l'étude seront 
alors considérés comme équivoques. 

La fréquence de métaphases polyploïdes et endoredupliquées par rapport au nombre total de métaphases doit être 
consignée séparément. Une augmentation du nombre de cellules polyploïdes/endoredupliquées peut signifier que la 
substance d'essai est capable d'inhiber les processus mitotiques ou la progression du cycle cellulaire (voir 
paragraphe 3). 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

Résumé 

Produit chimique d'essai: 

—  source, numéro de lot, date limite d'utilisation si c'est disponible; 

—  stabilité du produit chimique d'essai, si elle est connue. 

Substance mono-constituant: 

—  apparence physique, hydro-solubilité, autres propriétés physico-chimiques importantes pour la conduite de 
l'étude; 

—  identification chimique: nom IUPAC ou CAS, numéro CAS, code SMILES ou InChI, formule structurale, pureté, 
identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc. 

Substance multi-constituants, UVCB et mélanges: 

—  caractérisés autant que possible par l'identité chimique des constituants (voir ci-dessus), la présence, la quantité 
et les propriétés physico-chimiques des constituants. 
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Préparation du produit chimique d'essai: 

—  justification du choix du véhicule; 

—  solubilité et stabilité du produit chimique testé dans le solvant/véhicule, si elles sont connues; 

—  préparation des formulations à administrer dans l'alimentation, l'eau de boisson ou par inhalation; 

—  déterminations analytiques sur les formulations (stabilité, homogénéité, concentrations nominales, par exemple), 
lorsqu'elles ont été réalisées. 

Animaux d'essai: 

—  espèces/souches utilisées et justification; 

—  nombre, âge et sexe des animaux; 

—  source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc.; 

—  méthode d'identification individuelle des animaux; 

—  pour les études de courte durée: poids individuel des animaux au début et à la fin de l'essai; pour les études 
d'une durée supérieure à une semaine: poids individuel des animaux et consommation de nourriture. La plage 
des poids corporels, ainsi que la moyenne et l'écart type pour chaque groupe doivent également être 
mentionnés. 

Conditions expérimentales: 

—  données relatives aux témoins positifs et négatifs (solvant/véhicule); 

—  données issues de l'étude de détermination des doses, si elle a été réalisée; 

—  justification du choix des doses; 

—  détails sur la préparation du produit chimique d'essai; 

—  détails sur l'administration du produit chimique d'essai; 

—  justification de la voie et de la durée d'administration; 

—  méthodes utilisées pour vérifier que la/les substance(s) chimique(s) d'essai a/ont atteint la circulation générale ou 
la moelle osseuse; 

—  dose réelle (mg/kg de poids corporel/jour) calculée en fonction de la concentration (ppm) du produit chimique 
d'essai dans la nourriture ou l'eau de boisson, et de la consommation, s'il y a lieu; 

—  détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau; 

—  méthode d'euthanasie; 

—  méthode d'analgésie (le cas échéant); 

—  description détaillée des calendriers de traitement et d'échantillonnage et justification des choix; 

—  méthodes de préparation des lames; 

—  méthodes d'évaluation de la toxicité; 

—  nature et concentration du produit chimique utilisé pour bloquer la métaphase, dose et heure d'administration 
avant le prélèvement; 

—  procédures d'isolement et de conservation des échantillons; 

—  critères d'analyse des aberrations; 

28.4.2017 L 112/49 Journal officiel de l'Union européenne FR     



—  nombre de cellules en métaphase analysées par animal et nombre de cellules analysées pour déterminer l'indice 
mitotique; 

—  critères d'acceptabilité de l'étude; 

—  critères permettant de conclure que les résultats de l'étude sont positifs, négatifs ou équivoques. 

Resultats: 

—  état de santé des animaux avant et pendant la période d'essai, y compris signes de toxicité; 

—  indice mitotique, donné séparément pour chaque animal; 

—  type et nombre d'aberrations et de cellules aberrantes, donnés séparément pour chaque animal; 

—  nombre total d'aberrations par groupe, moyenne et écart-type; 

—  nombre de cellules présentant des aberrations par groupe, moyenne et écart-type; 

— modifications de la ploïdie, le cas échéant, y compris les fréquences de polyploïdes et/ou de cellules endoredu
pliquées: 

—  relation dose-réponse, si possible; 

—  analyses et méthodes statistiques employées; 

—  données mettant en évidence une exposition de la moelle osseuse; 

—  données relatives aux témoins négatifs et positifs concomitants, y compris les plages, moyennes et écarts-types; 

—  données relatives aux témoins négatifs et positifs historiques, y compris les plages, moyennes, écarts-types, 
limites de contrôle à 95 % pour la distribution, ainsi que période couverte et nombre d'observations; 

—  critères remplis pour une réponse positive ou négative. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 

Références. 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Aneuploïdie: tout écart par rapport au nombre diploïde (ou haploïde) normal de chromosomes, d'un seul ou de 
plusieurs chromosomes, mais non de multiples d'un ou de plusieurs jeux de chromosomes (cf. polyploïdie). 

Centromère: régions d'un chromosome auxquelles les fibrilles du fuseau sont associées pendant la division de la 
cellule et qui permettent le mouvement ordonné des chromosomes-filles vers les pôles des cellules-filles. 

Substance chimique: une substance ou un mélange. 

Aberration de type chromatidique: lésion chromosomique structurale se traduisant par une cassure d'une seule 
chromatide ou par une cassure et une réunion entre chromatides. 

Aberration de type chromosomique: lésion chromosomique structurale se traduisant par une cassure, ou par 
une cassure et une réunion, des deux chromatides sur le même site. 

Endoreduplication: processus par lequel le noyau, après une période S de réplication de l'ADN, n'entre pas en 
mitose mais recommence une nouvelle période S. Il en résulte des chromosomes comptant 4, 8, 16,… 
chromatides. 

Lacune: lésion achromatique inférieure à la largeur d'une chromatide, marquée par un défaut d'alignement minime 
des chromatides. 

Indice mitotique: ratio entre le nombre de cellules en mitose et le nombre total de cellules dans une population, 
donnant une mesure de la vitesse de prolifération de cette population de cellules. 

Aberration numérique: modification du nombre de chromosomes par rapport au nombre normal caractéristique 
des animaux employés (aneuploïdie). 

Polyploïdie: aberration chromosomique numérique se traduisant par une modification du nombre de jeux de 
chromosomes, et non par une modification numérique touchant une partie du jeu de chromosomes (cf. 
aneuploïdie). 

Aberration chromosomique structurale: modification de la structure des chromosomes, détectable par un 
examen au microscope des cellules au stade de la métaphase et apparaissant sous la forme de délétions, fragmen
tations et modifications intrachromosomiques ou interchromosomiques. 

Substance chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente 
méthode d'essai.   
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Appendice 2 

PLAN FACTORIEL UTILISÉ POUR IDENTIFIER LES DIFFÉRENCES ENTRE SEXES DANS L'ESSAI 
D'ABERRATION CHROMOSOMIQUE IN VIVO 

Plan factoriel et analyse factorielle 

Selon cette démarche, un minimum de 5 mâles et de 5 femelles sont exposés à chaque concentration d'essai, ce qui 
conduit à utiliser un minimum de 40 animaux (20 mâles et 20 femelles, auxquels s'ajoutent les témoins positifs 
nécessaires). 

La démarche décrite ici, qui correspond à l'une des formes simples du plan factoriel, équivaut à une analyse de 
variance à deux facteurs, dans laquelle le sexe et la concentration sont les facteurs principaux. Les données peuvent 
être analysées à l'aide de nombreux progiciels statistiques standard tels que SPSS, SAS, STATA ou Genstat, ou en 
utilisant le logiciel R. 

À partir de l'ensemble de données, on détermine la variabilité entre les sexes, la variabilité entre les concentrations 
et la variabilité liée à l'interaction entre sexe et concentrations. Chacun de ces termes est comparé à une estimation 
de la variabilité entre les animaux répartis au sein des groupes d'animaux de même sexe exposés à la même concen
tration. On trouvera plus de précisions sur cette méthode dans les manuels de statistiques classiques (voir les 
références) et dans les fichiers d'aide fournis avec les logiciels statistiques. 

On examine ensuite le terme d'interaction sexe x concentration dans un tableau ANOVA (1). En l'absence de terme 
d'interaction significatif, la combinaison des valeurs inter-sexes ou inter-niveaux de concentration permet de réaliser 
des tests statistiques valides entre les niveaux, en se basant sur le terme de variabilité intra-groupe combinée fourni 
par l'ANOVA. 

L'analyse se poursuit par la partition de la variabilité estimée entre concentrations, de façon à obtenir des 
contrastes, ce qui permet d'établir les contrastes linéaires et quadratiques des réponses pour l'ensemble des niveaux 
de concentration. Lorsqu'il y a une interaction significative sexe x concentration, ce terme peut à son tour être 
partitionné en contrastes d'interaction linéaire x sexe et quadratique x sexe. Ces termes permettent de vérifier si les 
réponses aux concentrations sont parallèles pour les deux sexes ou si elles diffèrent selon le sexe. 

L'estimation de la variabilité intra-groupe combinée peut servir à tester l'écart entre les moyennes en les comparant 
deux à deux. Ces comparaisons peuvent se faire entre les moyennes pour les deux sexes et entre les moyennes pour 
les différents niveaux de concentration (comparaisons avec les témoins négatifs, par exemple). En cas d'interaction 
significative, des comparaisons peuvent être faites entre les moyennes des différentes concentrations pour un même 
sexe, ou entre les moyennes des deux sexes à la même concentration. 
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(5) Dans la partie B, le chapitre B.12 est remplacé par le texte suivant: 

«B.12 Test du micronoyau sur érythrocytes de mammifères 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 474 (2016) de l'OCDE. Elle s'inscrit dans une série 
de méthodes d'essai sur la toxicologie génétique. Par ailleurs, un document de l'OCDE qui fournit des informations 
succintes sur les essais de génotoxicité et donne une vue d'ensemble des modifications récemment apportées à ces 
lignes directrices a été élaboré (1). 

Ce test du micronoyau pratiqué in vivo chez les mammifères se prête particulièrement bien à l'évaluation de la 
génotoxicité, car, malgré des variations entre les espèces, les facteurs du métabolisme in vivo, la pharmacocinétique 
et les processus de réparation de l'ADN sont actifs et contribuent aux réponses. Le test est également considéré 
comme utile pour explorer plus avant un effet génotoxique détecté dans un système in vitro. 

Le test du micronoyau in vivo est pratiqué chez des mammifères en vue de détecter des lésions des chromosomes 
ou de l'appareil mitotique d'érythroblastes résultant de l'action d'une substance d'essai. Il évalue la formation de 
micronoyaux dans des érythrocytes prélevés dans la moelle osseuse ou dans les cellules du sang périphérique 
d'animaux, généralement des rongeurs. 

Le test du micronoyau a pour but d'identifier les produits chimiques qui engendrent des lésions cytogénétiques 
induisant la formation de micronoyaux contenant des fragments de chromosomes retardataires ou des 
chromosomes entiers. 

Lorsqu'un érythroblaste de moelle osseuse se transforme en érythrocyte immature (parfois désigné sous le terme 
d'érythrocyte polychromatique, ou de réticulocyte), le noyau principal est expulsé et les éventuels micronoyaux qui 
se sont formés peuvent subsister dans le cytoplasme. La visualisation ou la détection des micronoyaux dans ces 
cellules est facilitée par l'absence de noyau principal. Un accroissement de la fréquence des érythrocytes immatures 
micronucléés chez les animaux traités est le signe d'une lésion chromosomique structurale ou numérique induite. 

Les érythrocytes micronucléés nouvellement formés sont identifiés et dénombrés, une fois colorés, par examen 
visuel au microscope ou par analyse automatique. L'utilisation d'une plateforme d'analyse automatique facilite 
considérablement le dénombrement d'un nombre suffisant d'érythrocytes immatures dans le sang périphérique ou 
la moelle osseuse d'animaux adultes. Ce type de plateforme constitue une alternative acceptable à l'évaluation 
manuelle (2). D'après des études comparatives, de telles méthodes, couplées à l'utilisation de normes d'étalonnage 
idoines, offrent une reproductibilité et une sensibilité inter-laboratoires et intra-laboratoire supérieures aux 
performances de l'examen manuel au microscope (3) (4). Parmi les systèmes automatisés pouvant mesurer la 
fréquence des érythrocytes micronucléés, on peut citer les cytomètres en flux (5), les plateformes d'analyse d'images 
(6) (7) et les cytomètres à balayage laser (8). 

Bien que cela ne fasse habituellement pas partie de l'essai, les fragments de chromosomes peuvent être distingués 
des chromosomes entiers d'après un certain nombre de critères. Ceux-ci comprennent la détection de la présence 
ou de l'absence de kinétochore ou d'ADN centromérique, tous deux étant caractéristiques d'un chromosome intact. 
L'absence de kinétochore ou d'ADN centromérique indique que le micronoyau ne contient que des fragments de 
chromosomes, tandis que la présence de l'un de ces éléments signe une perte chromosomique. 

Les définitions des termes employés figurent à l'appendice 1 
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«B.12 Test du micronoyau sur érythrocytes de mammifères 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 474 (2016) de l'OCDE. Elle s'inscrit dans une série 
de méthodes d'essai sur la toxicologie génétique. Par ailleurs, un document de l'OCDE qui fournit des informations 
succintes sur les essais de génotoxicité et donne une vue d'ensemble des modifications récemment apportées à ces 
lignes directrices a été élaboré (1). 

Ce test du micronoyau pratiqué in vivo chez les mammifères se prête particulièrement bien à l'évaluation de la 
génotoxicité, car, malgré des variations entre les espèces, les facteurs du métabolisme in vivo, la pharmacocinétique 
et les processus de réparation de l'ADN sont actifs et contribuent aux réponses. Le test est également considéré 
comme utile pour explorer plus avant un effet génotoxique détecté dans un système in vitro. 

Le test du micronoyau in vivo est pratiqué chez des mammifères en vue de détecter des lésions des chromosomes 
ou de l'appareil mitotique d'érythroblastes résultant de l'action d'une substance d'essai. Il évalue la formation de 
micronoyaux dans des érythrocytes prélevés dans la moelle osseuse ou dans les cellules du sang périphérique 
d'animaux, généralement des rongeurs. 

Le test du micronoyau a pour but d'identifier les produits chimiques qui engendrent des lésions cytogénétiques 
induisant la formation de micronoyaux contenant des fragments de chromosomes retardataires ou des 
chromosomes entiers. 

Lorsqu'un érythroblaste de moelle osseuse se transforme en érythrocyte immature (parfois désigné sous le terme 
d'érythrocyte polychromatique, ou de réticulocyte), le noyau principal est expulsé et les éventuels micronoyaux qui 
se sont formés peuvent subsister dans le cytoplasme. La visualisation ou la détection des micronoyaux dans ces 
cellules est facilitée par l'absence de noyau principal. Un accroissement de la fréquence des érythrocytes immatures 
micronucléés chez les animaux traités est le signe d'une lésion chromosomique structurale ou numérique induite. 

Les érythrocytes micronucléés nouvellement formés sont identifiés et dénombrés, une fois colorés, par examen 
visuel au microscope ou par analyse automatique. L'utilisation d'une plateforme d'analyse automatique facilite 
considérablement le dénombrement d'un nombre suffisant d'érythrocytes immatures dans le sang périphérique ou 
la moelle osseuse d'animaux adultes. Ce type de plateforme constitue une alternative acceptable à l'évaluation 
manuelle (2). D'après des études comparatives, de telles méthodes, couplées à l'utilisation de normes d'étalonnage 
idoines, offrent une reproductibilité et une sensibilité inter-laboratoires et intra-laboratoire supérieures aux 
performances de l'examen manuel au microscope (3) (4). Parmi les systèmes automatisés pouvant mesurer la 
fréquence des érythrocytes micronucléés, on peut citer les cytomètres en flux (5), les plateformes d'analyse d'images 
(6) (7) et les cytomètres à balayage laser (8). 

Bien que cela ne fasse habituellement pas partie de l'essai, les fragments de chromosomes peuvent être distingués 
des chromosomes entiers d'après un certain nombre de critères. Ceux-ci comprennent la détection de la présence 
ou de l'absence de kinétochore ou d'ADN centromérique, tous deux étant caractéristiques d'un chromosome intact. 
L'absence de kinétochore ou d'ADN centromérique indique que le micronoyau ne contient que des fragments de 
chromosomes, tandis que la présence de l'un de ces éléments signe une perte chromosomique. 

Les définitions des termes employés figurent à l'appendice 1 
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REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

La moelle osseuse de jeunes rongeurs adultes est le tissu cible des lésions génétiques dans le cadre de cet essai, les 
érythrocytes étant produits dans ce tissu. Le comptage des érythrocytes immatures micronucléés dans le sang 
périphérique peut aussi être effectué chez d'autres espèces de mammifères qui ont démontré une sensibilité 
suffisante pour permettre la détection de produits chimiques provoquant des aberrations chromosomiques 
structurales ou numériques dans ces cellules (par induction de micronoyaux dans les érythrocytes immatures), et à 
condition que ce choix soit justifié sur le plan scientifique. La fréquence des érythrocytes immatures micronucléés 
est le principal effet mesuré. Il est également possible de mesurer la fréquence des érythrocytes matures 
micronucléés dans le sang périphérique chez les espèces ne présentant pas une forte sélection splénique contre les 
cellules micronucléées et lorsque les animaux sont traités en continu pendant une période supérieure à la durée de 
vie d'un érythrocyte chez l'espèce concernée (par exemple, quatre semaines au moins chez la souris). 

Cet essai n'est pas pertinent s'il est prouvé que le/les produit(s) chimique(s) d'essai, ou leur(s) métabolite(s), 
n'atteindront pas le tissu cible. 

Avant d'utiliser la méthode d'essai pour générer des données avec pour objectif recherché l'application 
réglementaire, on examinera si, et si oui, pourquoi, elle peut fournir des résultats adéquats à cette fin. De telles 
considérations ne sont pas nécessaires quand les exigences réglementaires stipulent que le mélange doit être testé. 

PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Les animaux sont exposés au produit chimique d'essai par une voie d'exposition idoine. Si l'on utilise la moelle 
osseuse, les animaux sont euthanasiés au(x) moment(s) approprié(s) après le traitement; la moelle est extraite, 
préparée sur des lames et colorée (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15). Lorsqu'on utilise le sang périphérique, ce dernier 
est prélevé au(x) moment(s) approprié(s) après le traitement; les préparations sont ensuite réalisées et colorées (12) 
(16) (17) (18). Lors d'une administration aigüe du traitement, il importe d'effectuer le prélèvement de moelle 
osseuse ou de sang périphérique à un moment où l'induction d'érythrocytes immatures micronucléés par le 
traitement peut être détectée. Dans le cas d'un prélèvement de sang périphérique, un laps de temps suffisant doit 
s'être écoulé pour que ces éléments apparaissent dans la circulation sanguine. Les préparations sont analysées en 
vue de la détection de micronoyaux, par visualisation directe à l'aide d'un microscope, par analyse d'image, par 
cytométrie en flux ou par cytométrie à balayage laser. 

VÉRIFICATION DES COMPÉTENCES DU LABORATOIRE 

Épreuves de compétence 

Afin d'établir qu'il possède une expérience suffisante pour mener à bien l'essai avant de l'utiliser en routine, le 
laboratoire doit avoir démontré sa capacité à reproduire les résultats attendus d'après les données publiées (17) (19) 
(20) (21) (22) concernant les fréquences de micronoyaux avec un minimum de deux produits chimiques témoins 
positifs (y compris des réponses faibles induites par des doses faibles de témoins positifs) tels que ceux énumérés au 
tableau 1, et avec des témoins de véhicule/solvant compatibles (voir paragraphe 26). Les doses utilisées dans le 
cadre de ces expériences doivent produire des augmentations reproductibles qui sont fonction de la dose 
administrée, et démontrer la sensibilité et la plage dynamique du système d'essai sur le tissu en question (moelle 
osseuse ou sang périphérique); la méthode d'analyse retenue doit être celle qui sera employée par le laboratoire. 
Cette exigence ne s'applique pas aux laboratoires possédant déjà une expérience, c'est-à-dire qui disposent d'une 
base de données historiques telle que définie aux paragraphes 14 à 18. 

Données des témoins historiques 

Dans le cadre de la vérification des compétences, le laboratoire devra établir: 

—  une plage et une distribution des témoins positifs historiques, et 

—  une plage et une distribution des témoins négatifs historiques. 
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Lors de l'acquisition initiale de données en vue d'établir une distribution des témoins négatifs historiques, les 
données des témoins négatifs concomitants doivent être cohérentes avec les données publiées, lorsqu'elles existent. 
Puis, à mesure que de nouvelles données expérimentales viennent étoffer la plage de distribution des témoins 
historiques, les données des témoins négatifs concomitants doivent idéalement se situer dans les limites de contrôle 
à 95 % de cette distribution. La base des données historiques du laboratoire relatives aux témoins négatifs doit être 
statistiquement robuste pour permettre au laboratoire d'évaluer la distribution de ses données des témoins négatifs. 
La littérature suggère qu'un minimum de 10 expériences peut-être nécessaire, sachant qu'il serait préférable d'en 
compter au moins 20, réalisées dans des conditions expérimentales similaires. Les laboratoires doivent avoir 
recours à des méthodes de contrôle de la qualité telles que des graphiques statistiques (cartes C ou cartes X-barre, 
par exemple (23)), afin de déterminer la variabilité de leurs données et de démontrer leur maîtrise de la 
méthodologie. On trouve dans la littérature (24) d'autres recommandations sur la façon de constituer et d'utiliser 
ces données historiques (critères d'inclusion et d'exclusion des données dans la base et critères d'acceptabilité pour 
une expérimentation donnée). 

Si, au cours des expériences visant à vérifier sa compétence (comme décrit au paragraphe 13), le laboratoire n'a pas 
réalisé un nombre suffisant d'expériences pour établir une distribution des témoins négatifs statistiquement robuste 
(voir paragraphe 15), on peut accepter que la distribution soit construite au cours des premiers tests de routine. 
Cette approche devra suivre les recommandations établies dans la littérature (24) et les résultats des témoins 
négatifs obtenus lors de ces expériences devront être cohérents avec les données publiées des témoins négatifs. 

Toute modification du protocole expérimental doit être étudiée à la lumière de ses répercussions sur la cohérence 
des nouvelles données avec celles de la base de données des témoins historiques. Seules des incohérences majeures 
justifient l'établissement d'une nouvelle base de données des témoins historiques, après confirmation de la 
différence de distribution des données par des experts (voir paragraphe 15). Lors de la constitution de cette 
nouvelle base de données, le laboratoire n'a pas forcément besoin d'une base de données de témoins négatifs 
complète pour autoriser la conduite d'un essai, à condition qu'il puisse apporter la preuve que les valeurs des 
témoins négatifs concomitants sont cohérentes avec la précédente base de données ou avec les données publiées 
correspondantes. 

Les données des témoins négatifs désignent l'incidence des érythrocytes immatures micronucléés chez chaque 
animal. Les témoins négatifs concomitants se situent idéalement dans les limites de contrôle à 95 % de la 
distribution des données historiques des témoins négatifs contenues dans la base de données du laboratoire. 
Lorsque les données des témoins négatifs concomitants se situent en dehors des limites de contrôle à 95 %, leur 
inclusion dans la distribution des témoins historiques peut être acceptable, à condition que ces données ne soient 
pas exagérément extrêmes et qu'il soit prouvé que le système d'essai est «sous contrôle» (voir paragraphe 15) et qu'il 
n'y a pas eu de défaillance technique ou humaine. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Préparations 

Sélection des espèces animales 

Il convient d'employer de jeunes animaux adultes sains issus de souches courantes de laboratoire. On pourra choisir 
des souris, des rats, ou toute autre espèce de mammifère appropriée. Si l'examen porte sur le sang périphérique, il 
doit être établi que l'élimination par la rate des cellules micronucléées ne compromet pas la détection des 
micronoyaux induits chez l'espèce sélectionnée. Cela a été clairement démontré pour le sang périphérique chez la 
souris et le rat (2). L'utilisation d'une espèce autre que le rat ou la souris doit être scientifiquement justifiée dans le 
rapport. Si des animaux autres que des rongeurs sont utilisés, il est recommandé que la mesure des micronoyaux 
induits soit intégrée à un autre essai de toxicité pertinent. 
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Conditions d'encagement et d'alimentation des animaux 

Pour les rongeurs, la température de l'animalerie doit être maintenue à 22°C (± 3°C). L'humidité relative, qui est 
idéalement de 50 à 60 %, doit atteindre au moins 40 % et de préférence ne pas dépasser 70 %, sauf durant le 
nettoyage du local. L'éclairage est artificiel, la séquence d'éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 heures 
d'obscurité. Le régime alimentaire des animaux est le régime classique de laboratoire avec eau potable à volonté. Le 
choix des aliments peut être influencé par la nécessité d'assurer une bonne incorporation du produit chimique dans 
la nourriture si l'administration se fait par cette voie. Les rongeurs sont mis en cage par petits groupes d'individus 
de même sexe (cinq au maximum par cage) recevant le même traitement, si aucun comportement agressif n'est à 
craindre, de préférence dans des cages à fond plein dotées d'un enrichissement environnemental approprié. Les 
animaux peuvent être encagés individuellement si cela est justifié du point de vue scientifique. 

Préparation des animaux 

On choisit habituellement de jeunes animaux adultes sains (les rongeurs sont idéalement âgés de 6 à 10 semaines 
au début du traitement, bien que des animaux un peu plus âgés soient également acceptables), qui sont répartis de 
manière aléatoire entre les groupes témoins et les groupes de traitement. Chaque animal est identifié individuel
lement selon une méthode sans cruauté, la moins invasive possible (par exemple, baguage, étiquetage, pose d'une 
puce électronique ou identification biométrique, en évitant l'entaillage des oreilles ou la phalangectomie) et gardés 
dans leurs cages pendant au moins cinq jours afin qu'ils s'acclimatent aux conditions du laboratoire. Les cages 
doivent être placées de manière à réduire au minimum l'influence éventuelle de leur disposition sur les résultats. Il 
convient d'éviter toute contamination croisée entre le témoin positif et le produit chimique d'essai. Au début de 
l'étude, la variation pondérale des animaux doit être minimale et ne pas dépasser ± 20 % du poids moyen de 
chaque sexe. 

Préparation des doses 

Lorsque les produits chimiques testés sont solides, ils sont dissous ou mis en suspension dans des solvants ou des 
véhicules appropriés, ou incorporés aux aliments ou à l'eau de boisson avant d'être administrés aux animaux. Les 
produits chimiques liquides peuvent être administrés directement ou dilués avant d'être administrés. En cas 
d'exposition par inhalation, les produits chimiques d'essai peuvent être administrés sous forme de gaz, de vapeur 
ou d'aérosol solide ou liquide, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. On utilisera des préparations 
fraîches, sauf si l'on dispose de données qui démontrent la stabilité des préparations dans les conditions du 
stockage et définissent les conditions de stockage appropriées. 

Conditions de l'essai 

Solvant/véhicule 

Le solvant/véhicule ne doit pas produire d'effets toxiques aux doses utilisées, ni pouvoir réagir avec les produits 
chimiques d'essai. Le recours à des solvants/véhicules inhabituels doit être justifié par des données de référence 
faisant état de leur compatibilité. Il est recommandé d'envisager en premier lieu l'utilisation d'un solvant/véhicule 
aqueux chaque fois que c'est possible. Parmi les exemples de solvants/véhicules compatibles couramment utilisés 
figurent notamment l'eau, le sérum physiologique, les solutions de méthylcellulose, les solutions de carboxyméthyl
cellulose sodique, l'huile d'olive et l'huile de maïs. En l'absence de données historiques ou publiées significatives 
montrant qu'aucun micronoyau ou effet délétère n'est induit par un solvant/véhicule inhabituel sélectionné, une 
étude initiale devra être réalisée afin d'établir l'acceptabilité du témoin pour le solvant/véhicule. 
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Témoins 

Témoins positifs 

Chaque essai doit normalement inclure un groupe d'animaux traités avec un produit chimique utilisé comme 
témoin positif. Cette étape peut être évitée une fois que le laboratoire d'essai a apporté la preuve de ses 
compétences pour la conduite de l'essai et établi la plage des témoins positifs historiques. Lorsqu'aucun groupe 
témoin positif n'est utilisé simultanément, des témoins d'examen (lames fixées et non colorées ou échantillons de 
suspension cellulaire, selon les besoins de la méthode d'examen) devront être inclus dans chaque expérience. Pour 
ce faire, on pourra intégrer à l'étape d'examen des échantillons de référence idoines obtenus et stockés lors d'un 
essai séparé sur témoin positif mené périodiquement (par exemple, tous les 6 à 18 mois), notamment au cours de 
l'épreuve de compétence et par la suite sur une base régulière, si nécessaire. 

Les produits chimiques utilisés comme témoins positifs doivent produire, de façon fiable, un accroissement 
détectable de la fréquence des micronoyaux par rapport au niveau spontané. Si l'examen est effectué manuellement 
au microscope, les doses des témoins positifs doivent être choisies de telle sorte que les effets soient nets mais que 
l'identité des lames codées ne soit pas évidente pour l'examinateur. Il est possible d'administrer le témoin positif par 
une voie différente de celle du produit chimique d'essai, de suivre un autre programme de traitement et de 
n'effectuer qu'un seul prélèvement d'échantillon. De plus, l'emploi de témoins positifs appartenant à la même classe 
chimique peut être envisagé, s'il y a lieu. Des exemples de produits chimiques utilisés comme témoins positifs 
figurent au tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 

Exemples de produits chimiques utilisés comme témoins positifs 

Produit chimique et noCAS 

Méthanesulfonate d'éthyle [noCAS 62-50-0] 

Méthanesulfonate de méthyle [noCAS 66-27-3] 

Ethylnitrosourée [noCAS 759-73-9] 

Mitomycine C [noCAS 50-07-7] 

Cyclophosphamide (monohydratée) [noCAS 50-18-0 (noCAS 6055-19-2)] 

Triéthylènemélamine [noCAS 51-18-3] 

Colchicine [noCAS 64-86-8] ou vinblastine [noCAS 865-21-4] — comme aneugènes  

Témoins négatifs 

Pour chaque moment d'échantillonnage, il faut inclure un groupe d'animaux témoins négatifs, qui seront manipulés 
de la même façon que les groupes traités, mais ne recevront pas le produit chimique d'essai. Si un solvant/véhicule 
est utilisé pour administrer le produit chimique d'essai, ce solvant/véhicule doit être administré au groupe témoin. 
Toutefois, si des résultats obtenus antérieurement par le laboratoire d'essai démontrent que la variabilité interindivi
duelle et la fréquence des cellules comportant des micronoyaux provenant de témoins négatifs sont stables pour 
chaque moment d'échantillonnage, un seul échantillonnage peut alors suffire pour les témoins négatifs. Dans ce cas, 
il doit intervenir au moment du premier prélèvement effectué dans le cadre de l'étude. 
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Si le sang périphérique est utilisé, un échantillon prélevé avant le traitement peut aussi tenir lieu de témoin négatif 
pour les études de courte durée, lorsque les résultats sont conformes aux valeurs de la base de données des témoins 
historiques du laboratoire. Il a été démontré chez le rat que le prélèvement de faibles volumes (par exemple, 
inférieurs à 100 μl/jour) avant le traitement avait un impact minime sur la fréquence de fond des micronoyaux 
(25). 

MODE OPÉRATOIRE 

Nombre et sexe des animaux 

En règle générale, la réponse des micronoyaux est similaire chez les animaux mâles et femelles (26), et la plupart 
des études pourrait donc être réalisée sur l'un ou l'autre des deux sexes. Des données démontrant des différences 
significatives entre les mâles et les femelles (par exemple sur le plan de la toxicité systémique, du métabolisme, de la 
biodisponibilité de la toxicité sur la moelle osseuse, etc. comprenant également des données provenant par exemple 
d'études de détermination des doses) encouragent l'utilisation des deux sexes. Il peut donc être plus approprié dans 
ce cas de mener une étude sur les deux sexes, par exemple dans le cadre d'une étude de toxicité à doses répétées. Il 
pourrait être judicieux de recourir à un plan factoriel en cas d'utilisation des deux sexes. Des précisions sur cette 
méthode d'analyse des données sont fournies à l'appendice 2. 

La taille des groupes au début de l'étude doit permettre de disposer dans chaque groupe d'au moins cinq animaux 
analysables du même sexe ou de chaque sexe si les deux sont utilisés. Si l'exposition humaine est spécifique pour 
un sexe, par exemple dans le cas de certains produits pharmaceutiques, l'essai sera pratiqué sur des animaux du 
sexe approprié. À titre d'information concernant le nombre maximum d'animaux généralement requis, une étude 
sur moelle osseuse conduite selon les paramètres établis au paragraphe 37, impliquant trois groupes de traitement 
et des groupes de témoins négatifs et de témoins positifs concomitants (chaque groupe étant composé de cinq 
animaux du même sexe) nécessitera entre 25 et 35 animaux. 

Niveaux de dose 

Si l'on procède à une étude préliminaire de détermination des doses à administrer parce qu'on ne dispose pas de 
données fiables pour orienter le choix des doses, cette étude préliminaire doit être effectuée dans le même 
laboratoire, en utilisant une espèce, une souche, un sexe et un régime de traitement identiques à ceux de l'étude 
principale (27). Elle devra avoir pour objectif de déterminer la dose maximale tolérée (DMT), définie comme la 
dose la plus élevée qui sera tolérée sans faire apparaître de toxicité limitante, dans le cadre de la durée de l'étude 
(par exemple, induisant une baisse du poids corporel ou une cytotoxicité du système hématopoïétique, mais ne 
provoquant pas la mort ou des signes de douleur, de souffrance ou de détresse imposant de sacrifier les animaux 
(28)). 

La dose la plus élevée peut aussi être définie comme la dose qui produit une toxicité dans la moelle osseuse (par 
exemple une diminution de plus de 50 % de la proportion d'érythrocytes immatures par rapport au nombre total 
d'érythrocytes dans la moelle osseuse ou le sang périphérique, sans que cette proportion devienne inférieure à 
moins 20 % de la valeur témoin). Toutefois, l'analyse des cellules positives au marqueur CD71 dans la circulation 
sanguine périphérique (par cytométrie en flux) révèle que cette fraction d'érythrocytes immatures très jeunes 
répond plus rapidement aux substances toxiques que la cohorte plus importante d'érythrocytes immatures positifs 
à l'ARN. Par conséquent, la toxicité peut apparaître supérieure dans le cadre d'expériences prévoyant une exposition 
aigüe suivie de l'examen des érythrocytes immatures positifs au marqueur CD71 par rapport aux dispositifs d'essai 
qui recensent les érythrocytes immatures en fonction de leur contenu ARN. Pour cette raison, lorsque l'expérience 
prévoit cinq jours de traitement ou moins, la dose la plus élevée du produit chimique d'essai entrainant une toxicité 
peut se définir comme la dose causant une réduction statistiquement significative de la proportion d'érythrocytes 
positifs au marqueur CD71 par rapport au total des érythrocytes, sans descendre en dessous de 5 % de la valeur 
témoin (29). 

Les produits chimiques d'essai dont les propriétés toxicocinétiques sont saturées ou qui induisent un processus de 
détoxification pouvant se traduire par une baisse de l'exposition après une administration à long terme peuvent 
faire exception aux critères d'établissement des doses et doivent être évalués au cas par cas. 
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Pour obtenir des informations sur la relation dose-réponse, une étude complète doit comporter un groupe témoin 
négatif et au moins trois niveaux de doses, séparés en règle générale par un facteur de 2, et de 4 au maximum. Si le 
produit chimique d'essai ne provoque aucune toxicité dans le cadre d'une étude de détermination des doses à 
administrer, ou d'après les données disponibles, la dose la plus élevée par période d'administration de 14 jours ou 
plus doit être de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour ou, pour des périodes d'administration de moins de 14 jours, 
de 2 000 mg/kg de poids corporel/jour. En revanche, si le produit chimique d'essai provoque une toxicité, la dose 
administrée la plus élevée devra correspondre à la DMT et les niveaux de dose employés devront de préférence 
s'étendre de la dose maximale à une dose induisant peu ou pas de toxicité. Lorsqu'une toxicité sur le tissu cible 
(moelle osseuse) est observée à tous les niveaux de doses administrés, il est conseillé de procéder à des études 
complémentaires à des doses non toxiques. Les études visant à caractériser davantage les informations sur la 
relation quantitative dose-réponse peuvent nécessiter un ou plusieurs groupes de traitement supplémentaires. Enfin, 
ces limites peuvent varier pour certains types de produits chimiques (par exemple les produits pharmaceutiques à 
usage humain) faisant l'objet d'exigences spécifiques. 

Essai limite 

Si les essais préliminaires de détermination des doses ou les données existantes concernant des souches de rongeurs 
apparentées indiquent qu'un régime de traitement égal ou supérieur à la dose limite (décrite ci-dessous) n'engendre 
pas d'effets toxiques observables (notamment aucune dépression de la fonction médullaire osseuse ni autre 
cytotoxicité pour le tissu cible), et si la génotoxicité n'est pas escomptée d'après des études de génotoxicité in vitro 
ou d'après les données relatives aux produits chimiques structurellement apparentés, une étude complète utilisant 
trois niveaux de doses peut ne pas être considérée comme nécessaire, à condition qu'il ait été démontré que les 
produits chimiques d'essai atteignent le tissu cible (moelle osseuse). Dans ce cas, un seul niveau de dose, égal à la 
dose limite, peut s'avérer suffisant. Pour une période d'administration égale ou supérieure à 14 jours, la dose limite 
est de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour. Pour des périodes d'administration de moins de 14 jours, la dose limite 
est de 2 000 mg/kg de poids corporel/jour. 

Administration des doses 

Lors de la conception d'un essai, il convient de tenir compte de la voie d'exposition humaine anticipée. Par 
conséquent, les voies d'administration telles que l'alimentation, l'eau de boisson, l'inhalation, l'implantation ainsi 
que les voies topique, sous-cutanée, intraveineuse, orale (par gavage) et intra-trachéale sont autant de choix valables, 
sous réserve qu'ils soient justifiés. Dans tous les cas, la voie retenue doit permettre une exposition adéquate du/des 
tissu(s) cible(s). L'injection intrapéritonéale n'est en général pas recommandée, car elle ne constitue pas une voie 
d'exposition humaine envisagée, et ne sera utilisée qu'en cas de justification scientifique spécifique. Si le produit 
chimique d'essai est mélangé à l'alimentation ou à l'eau de boisson, surtout dans le cas d'un dosage unique, il 
convient de s'assurer que le délai entre l'absorption de nourriture et d'eau et le prélèvement est suffisant pour 
permettre une détection des effets (voir paragraphe 37). Le volume maximal de liquide administrable en une fois 
par gavage ou par injection dépend de la taille de l'animal. Ce volume ne doit normalement pas excéder 1 ml/ 
100 g de poids corporel, sauf pour les solutions aqueuses, où un maximum de 2 ml/100 g est acceptable. L'utili
sation de volumes plus importants doit être justifiée. Il convient de réduire au minimum la variation du volume 
administré en ajustant la concentration à tous les niveaux de doses, afin de garantir l'administration d'un volume 
constant pour un poids corporel donné, sauf pour les produits irritants ou corrosifs dont les effets sont 
généralement exacerbés lorsqu'on augmente la concentration. 

Programme de traitement 

On réalisera de préférence deux traitements ou plus, administrés à des intervalles de 24 heures, notamment lorsque 
l'essai est intégré à d'autres études de toxicité. Alternativement, on pourra administrer des traitements simples, si 
cela s'avère scientifiquement justifié (par exemple dans le cas de produits chimiques d'essai connus pour bloquer le 
cycle cellulaire). L'administration du produit chimique d'essai peut aussi être fractionnée, à raison de deux 
traitements le même jour à intervalle de deux à trois heures maximum, afin de faciliter l'administration d'un grand 
volume. En pareil cas, ou lors d'une administration du produit chimique d'essai par inhalation, le moment d'échan
tillonnage sera fixé en fonction du moment d'administration de la dernière fraction, ou de la fin de l'exposition. 
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L'essai peut être réalisé chez la souris ou le rat de trois manières différentes: 

a.  Le produit chimique d'essai est administré en une seule fois aux animaux. Des échantillons de moelle osseuse 
sont prélevés au moins deux fois (sur des groupes d'animaux indépendants), au plus tôt 24 heures et au plus 
tard 48 heures après le traitement, à intervalle(s) approprié(s), sauf s'il est avéré que la demi-vie du produit 
chimique d'essai est particulièrement longue. Les prélèvements effectués moins de 24 heures après le traitement 
doivent être justifiés. Les échantillons du sang périphérique sont prélevés au moins deux fois (sur le même 
groupe d'animaux), au plus tôt 36 heures et au plus tard 72 heures après le traitement, à intervalles appropriés. 
Au premier moment d'échantillonnage, tous les groupes de traitement doivent être traités et des échantillons 
collectés pour analyse; cependant, lors du/des prélèvement(s) ultérieur(s), seule la dose la plus élevée doit être 
administrée. Dès qu'une réponse positive est obtenue, il est inutile de poursuivre les prélèvements, sauf si l'on 
a besoin d'obtenir des informations quantitatives sur la relation dose-réponse. Les intervalles de prélèvement 
décrits découlent de la cinétique d'apparition et de disparition des micronoyaux dans ces deux compartiments 
tissulaires. 

b.  Lorsque deux traitements sont administrés (par exemple deux traitements à 24 heures d'intervalle), les 
échantillons doivent être prélevés une seule fois, entre 18 et 24 heures après le traitement final dans le cas de la 
moelle osseuse, et entre 36 et 48 heures dans celui du sang périphérique (30). Les intervalles de prélèvement 
décrits découlent de la cinétique d'apparition et de disparition des micronoyaux dans ces deux compartiments 
tissulaires. 

c.  Si trois traitements, ou davantage, sont administrés (par exemple trois traitements ou plus à environ 24 heures 
d'intervalle), les échantillons de moelle osseuse doivent être prélevés au plus tard 24 heures après le traitement 
final, et ceux de sang périphérique au plus tard 40 heures après le dernier traitement (31). Ce régime de 
traitement permet de combiner le test des comètes (par exemple, prélèvement 2 à 6 heures après le dernier 
traitement) et le test du micronoyau, ainsi que d'intégrer le test du micronoyau à des études de toxicité par 
administration répétée. D'après les données disponibles, l'induction de micronoyaux peut s'observer sur ces 
délais allongés après trois administrations de traitement, ou davantage (15). 

D'autres régimes de traitement ou de prélèvement peuvent être envisagés le cas échéant et sous réserve qu'ils soient 
scientifiquement justifiés, ainsi que pour faciliter l'intégration avec d'autres essais de toxicité. 

Observations 

Les animaux d'essai font l'objet d'un examen clinique général. Les signes cliniques doivent être consignés au moins 
une fois par jour, de préférence aux mêmes heures, en prenant en considération la période où les effets anticipés 
devraient être les plus marqués après l'administration. Au moins deux fois par jour pendant la durée du traitement, 
l'ensemble des animaux fait l'objet d'un constat de morbidité et de mortalité. Tous les animaux doivent être pesés 
au début de l'étude, au moins une fois par semaine au cours des études à doses répétées, puis lors de l'euthanasie. 
Pour les études dont la durée est égale ou supérieure à une semaine, la consommation de nourriture doit également 
être mesurée au moins une fois par semaine. Si le produit chimique testé est administré dans l'eau de boisson, la 
consommation d'eau est mesurée à chaque changement d'eau et au moins une fois par semaine. Les animaux 
montrant des signes non létaux de toxicité excessive sont euthanasiés avant la fin de l'essai (28). Dans certaines 
circonstances, la température corporelle des animaux peut être surveillée, une hyper- ou une hypothermie causée 
par le traitement pouvant fausser les résultats (32) (33) (34). 

Exposition du tissu cible 

Lorsque cela se justifie et qu'il n'existe pas d'autres données sur l'exposition (voir paragraphe 48), il convient de 
réaliser un prélèvement sanguin au(x) moment(s) idoine(s) pour vérifier la concentration des produits chimiques 
d'essai dans le plasma afin de démontrer que la moelle osseuse a bien été exposée. 
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Préparation de la moelle osseuse et du sang 

Les cellules de moelle osseuse sont généralement obtenues à partir des fémurs ou tibias des animaux, immédia
tement après l'euthanasie. Le plus souvent, les cellules sont extraites, préparées et colorées suivant des méthodes 
bien établies. De faibles volumes de sang périphérique peuvent être prélevés, conformément aux normes en vigueur 
en matière de bien-être animal, soit selon une méthode permettant la survie de l'animal d'essai (par exemple 
prélèvement dans la veine caudale ou un autre vaisseau sanguin approprié), soit par ponction cardiaque ou 
prélèvement sur un vaisseau sanguin principal, après l'euthanasie de l'animal. Pour les érythrocytes provenant de la 
moelle osseuse ou du sang périphérique, suivant la méthode d'analyse, on peut effectuer immédiatement une 
coloration supravitale des cellules sanguines (16) (17) (18) ou des frottis qui sont ensuite colorés pour analyse 
microscopique, ou fixés puis colorés de manière idoine pour analyse par cytométrie en flux. L'emploi d'un colorant 
spécifique de l'ADN [par exemple, l'acridine orange (35) ou l'Hoechst 33258 avec la pyronine-Y (36)] peut éliminer 
une partie des artefacts associés à l'utilisation d'un colorant non spécifique de l'ADN. Cet avantage n'exclut pas 
l'utilisation de colorants classiques (par exemple le Giemsa pour l'analyse microscopique). D'autres méthodes, 
faisant par exemple appel à des colonnes de cellulose pour retirer les cellules nucléées (37) (38), peuvent être 
utilisées à condition que leur compatibilité avec la préparation d'échantillon dans le laboratoire ait été démontrée. 

Lorsque ces méthodes sont applicables, les anticorps anti-kinétochore (39), la méthode FISH associée à des sondes 
ADN pancentromériques (40) ou encore le marquage in situ par amorçage à l'aide d'amorces pancentromériques, 
avec un colorant de contraste de l'ADN approprié (41), peuvent être utilisés pour identifier le contenu 
(chromosomes/fragments chromosomiques) des micronoyaux afin de déterminer si le mécanisme d'induction des 
micronoyaux est le résultat d'une activité clastogène et/ou aneugène. D'autres méthodes de discrimination des effets 
clastogènes et aneugènes peuvent être utilisées, à condition que leur efficacité ait été prouvée. 

Analyse (manuelle et automatique) 

Toutes les lames et échantillons, y compris ceux des témoins positifs et négatifs, doivent être codés individuellement 
avant tout type d'analyse, et doivent être randomisés afin que l'analyste ne puisse pas connaître le traitement utilisé. 
Ce codage est inutile si l'on fait appel à un système d'analyse automatique, auquel cas l'analyse ne s'appuie pas sur 
un examen visuel et ne peut être affectée par un biais de l'opérateur. Pour chaque animal, on détermine la 
proportion d'érythrocytes immatures dans le nombre total d'érythrocytes (immatures + matures) en comptant au 
moins 500 érythrocytes dans le cas de la moelle osseuse et 2 000 érythrocytes dans le cas du sang périphérique 
(42). L'incidence des érythrocytes immatures micronucléés est déterminée sur la base de l'examen d'au 
moins 4 000 érythrocytes immatures par animal (43). Si la base de données des témoins négatifs historiques 
indique une fréquence de fond moyenne des érythrocytes immature micronucléés < 0,1 % dans le laboratoire, il 
convient d'envisager l'examen de cellules supplémentaires. À l'examen des lames, le pourcentage d'érythrocytes 
immatures par rapport au nombre total d'érythrocytes chez les animaux traités ne doit pas être inférieur à 20 % de 
cette valeur pour les témoins de véhicule/solvant lors de l'analyse microscopique, et pas inférieur à environ 5 % de 
cette valeur pour les témoins de véhicule/solvant lors de l'analyse par cytométrie des érythrocytes immatures 
positifs au marqueur CD71 (voir paragraphe 31) (29). Par exemple, pour un essai sur moelle osseuse avec examen 
microscopique, si la proportion témoin d'érythrocytes immatures dans la moelle osseuse est de 50 %, la limite 
supérieure de toxicité équivaudra à 10 % d'érythrocytes immatures. 

Étant donné que la rate de rat immobilise et détruit les érythrocytes micronucléés, pour maintenir la sensibilité de 
l'essai lors de l'analyse du sang périphérique chez le rat, il est préférable de circonscrire l'analyse aux érythrocytes 
immatures micronucléés les plus jeunes. En cas d'utilisation de méthodes d'analyse automatique, ces érythrocytes 
les plus immatures peuvent être repérés grâce à leur contenu élevé en ARN, ou au niveau élevé de récepteurs de la 
transferrine (positifs au marqueur CD71) exprimés à leur surface (31). Toutefois, une comparaison directe des 
différentes méthodes de coloration a révélé que plusieurs méthodes permettaient d'obtenir des résultats satisfaisants, 
y compris la méthode classique de coloration à l'acridine orange (3) (4). 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 

Traitement des résultats 

Les résultats individuels pour chaque animal doivent être présentés sous forme de tableaux. Le nombre 
d'érythrocytes immatures examinés, le nombre d'érythrocytes immatures micronucléés et la proportion 
d'érythrocytes immatures doivent être présentés séparément pour chaque animal analysé. Si des souris sont traitées 
en continu pendant au moins quatre semaines, il convient de fournir également les données relatives au nombre et 
à la proportion d'érythrocytes matures micronucléés, si elles ont été recueillies. Les données relatives à la toxicité 
pour l'animal et aux signes cliniques doivent elles-aussi être consignées. 

Critères d'acceptabilité 

Les critères suivants déterminent l'acceptabilité de l'essai: 

a.  Les données relatives aux témoins négatifs concomitants sont considérées comme pouvant être ajoutées à la 
base de données des témoins historiques du laboratoire (voir paragraphes 15 à 18). 

b.  Les témoins positifs ou témoins d'examen concomitants doivent induire des réponses compatibles avec celles 
générées par les témoins positifs et figurant dans la base de données historiques et produire une augmentation 
statistiquement significative par rapport au témoin négatif concomitant (voir paragraphes 24 et 25). 

c.  Le nombre idoine de doses et de cellules est analysé. 

d.  Les critères de sélection de la dose la plus élevée sont cohérents avec ceux décrits aux paragraphes 30 à 33. 

Évaluation et interprétation des résultats 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement positif si: 

a.  au moins un des groupes de traitement présente une augmentation statistiquement significative de la fréquence 
des érythrocytes immatures micronucléés par comparaison avec le témoin négatif concomitant, 

b.  un test de tendance approprié montre que l'augmentation est liée à la dose pour au moins l'un des moments 
d'échantillonnage, 

c.  des résultats se situent à l'extérieur de la plage de distribution des données des témoins négatifs historiques (par 
exemple, limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson). 

Si seule la dose la plus élevée est examinée à un moment d'échantillonnage particulier, un produit chimique d'essai 
est considéré comme clairement positif si on constate une augmentation statistiquement significative par rapport 
aux témoins négatifs concomitants et que les résultats se situent à l'extérieur de la plage de distribution des 
données des témoins négatifs historiques (par exemple, limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson). Des 
recommandations concernant les méthodes statistiques les plus appropriées sont disponibles dans la littérature (44) 
(45) (46) (47). Une analyse de la relation dose-réponse doit porter sur un minimum de trois groupes de traitement. 
Les méthodes statistiques doivent utiliser l'animal comme unité expérimentale. Des résultats positifs obtenus dans 
un test du micronoyau indiquent qu'un produit chimique d'essai induit la formation de micronoyaux, qui résultent 
de lésions des chromosomes ou de l'appareil mitotique d'érythroblastes chez l'espèce utilisée dans l'essai. Si l'on 
cherche à détecter des centromères dans les micronoyaux, la mise en évidence de tels micronoyaux pourvus de 
centromères (par détection d'ADN centromérique ou de kinétochore, signes d'une perte chromosomique) révèle le 
caractère aneugène du produit chimique d'essai. 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement négatif si, dans toutes les conditions expérimentales étudiées: 

a.  aucun des groupes de traitement ne présente une augmentation statistiquement significative de la fréquence des 
érythrocytes immatures micronucléés par comparaison avec les témoins négatifs parallèles, 
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b.  un test de tendance approprié montre qu'à aucun des moments d'échantillonnage, il n'y a d'augmentation liée à 
la dose, 

c.  l'intégralité des résultats se situe à l'intérieur de la distribution des données des témoins négatifs historiques (par 
exemple, limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson), et 

d.  il y a bien eu exposition de la moelle osseuse à la/aux produits chimiques d'essai. 

Des recommandations concernant les méthodes statistiques les plus appropriées sont disponibles dans la littérature 
(44) (45) (46) (47). L'exposition de la moelle osseuse à un produit chimique d'essai peut être démontrée par une 
baisse du ratio entre érythrocytes immatures et matures, ou par la mesure de la concentration du produit chimique 
dans le plasma ou le sang. Dans le cas d'une administration par intraveineuse, la preuve de l'exposition n'est pas 
nécessaire. Pour démontrer l'exposition de la moelle osseuse, on peut également avoir recours aux données ADME, 
obtenues dans le cadre d'une étude indépendante employant la même voie d'administration et la même espèce. Des 
résultats négatifs signifient que, dans les conditions de l'essai, le produit chimique d'essai n'induit pas de 
micronoyau dans les érythrocytes immatures chez l'espèce testée. 

Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse clairement positive ou clairement négative. 

Lorsque la réponse n'est ni clairement négative ni clairement positive, et afin d'établir la signification biologique 
d'un résultat (par exemple, une augmentation faible ou marginale), les données doivent être soumises à un 
jugement d'experts et/ou des investigations plus poussées sur les expériences déjà réalisées. Dans certains cas, il 
peut être utile d'examiner des cellules supplémentaires ou de répéter l'expérience en modifiant les conditions expéri
mentales. 

Dans de rares cas, même après des investigations complémentaires, les données ne permettront pas de conclure 
que le produit chimique d'essai provoque des résultats clairement positifs ou négatifs. Les résultats de l'étude seront 
alors considérés comme équivoques. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

Résumé 

Produit chimique d'essai: 

—  source, numéro de lot, date limite d'utilisation si c'est disponible; 

—  stabilité du produit chimique d'essai, si elle est connue. 

Substance mono-constituant: 

—  apparence physique, hydro-solubilité, autres propriétés physico-chimiques importantes pour la conduite de 
l'étude; 

—  identification chimique: nom IUPAC ou CAS, numéro CAS, code SMILES ou InChI, formule structurale, pureté, 
identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc. 

Substance multi-constituants, UVCB et mélanges: 

—  caractérisés autant que possible par l'identité chimique des constituants (voir ci-dessus), la présence, la quantité 
et les propriétés physico-chimiques des constituants. 

Préparation du produit chimique d'essai: 

—  justification du choix du véhicule; 

—  solubilité et stabilité du produit chimique dans le solvant/véhicule, si elles sont connues; 
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—  préparation des formulations à administrer dans l'alimentation, l'eau de boisson ou par inhalation; 

—  déterminations analytiques sur les formulations (stabilité, homogénéité, concentrations nominales, par exemple), 
lorsqu'elles ont été réalisées. 

Animaux d'essai: 

—  espèce/souche utilisée et justification; 

—  nombre, âge et sexe des animaux; 

—  source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc.; 

—  méthode d'identification individuelle des animaux; 

—  pour les études de courte durée: poids individuel des animaux au début et à la fin de l'essai; pour les études 
d'une durée supérieure à une semaine: poids individuel des animaux et consommation de nourriture. La gamme 
des poids corporels, ainsi que la moyenne et l'écart type pour chaque groupe doivent également être 
mentionnés. 

Conditions expérimentales: 

—  données relatives aux témoins positifs et négatifs (solvant/véhicule); 

—  données issues de l'étude de détermination des doses, si elle a été réalisée; 

—  justification du choix des doses; 

—  détails sur la préparation du produit chimique d'essai; 

—  justification de la voie et de la durée d'administration; 

—  méthodes utilisées pour vérifier que le/les produits chimiques d'essai a/ont atteint la circulation générale ou le 
tissu cible; 

—  dose réelle (mg/kg de poids corporel/jour) calculée en fonction de la concentration (ppm) du produit chimique 
d'essai dans la nourriture ou l'eau de boisson, et de la consommation, s'il y a lieu; 

—  détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau; 

—  méthode d'euthanasie; 

—  méthode d'analgésie (le cas échéant); 

—  description détaillée des programmes de traitement et d'échantillonnage, et justification des choix; 

—  méthodes de préparation des lames; 

—  procédures d'isolement et de conservation des échantillons; 

—  méthodes d'évaluation de la toxicité; 

—  critères d'analyse des érythrocytes immatures micronucléés; 

—  nombre de cellules analysées par animal pour déterminer la fréquence des érythrocytes immatures micronucléés 
ainsi que la proportion d'érythrocytes immatures par rapport aux érythrocytes matures; 

—  critères d'acceptabilité de l'étude; 

—  méthodes utilisées pour déterminer si les micronoyaux contiennent des chromosomes entiers ou fragmentés 
(par exemple, recours aux anticorps anti-kinétochore ou à des sondes d'ADN centromériques), le cas échéant. 
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Résultats: 

—  état de santé des animaux avant et pendant la période d'essai, y compris signes de toxicité; 

—  proportion d'érythrocytes immatures par rapport au nombre total d'érythrocytes; 

—  nombre d'érythrocytes immatures micronucléés, donné séparément pour chaque animal; 

—  moyenne ± écart-type des érythrocytes immatures micronucléés par groupe; 

—  relation dose-réponse, si possible; 

—  analyses et méthodes statistiques employées; 

—  données relatives aux témoins négatifs et positifs de l'essai, y compris les plages, moyennes et écarts-types; 

—  données relatives aux témoins négatifs et positifs historiques, avec plages, moyennes, écarts-types, limites de 
contrôle à 95 % pour la distribution, ainsi que période couverte et nombre de points de données; 

—  données mettant en évidence une exposition de la moelle osseuse; 

—  données de caractérisation indiquant si les micronoyaux possèdent des chromosomes entiers ou fragmentés, le 
cas échéant; 

—  critères remplis pour une réponse positive ou négative. 

Discussion des résulatts. 

Conclusion. 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Centromère: régions d'un chromosome auxquelles les fibrilles du fuseau sont associées pendant la division de la 
cellule et qui permettent le mouvement ordonné des chromosomes-filles vers les pôles des cellules-filles. 

Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Érythroblaste: Stade précoce du développement d'un érythrocyte, précédant immédiatement la formation de 
l'érythrocyte immature, et lors duquel la cellule contient encore un noyau. 

Kinétochore: Structure protéique se formant au niveau du centromère des cellules eucaryotes, qui relie le 
chromosome à des polymères microtubulaires provenant du fuseau mitotique au cours de la mitose et de la 
méiose, et qui agit pendant la division cellulaire pour séparer les chromatides sœurs. 

Micronoyau: Petit noyau, présent en plus du noyau principal des cellules et séparé de celui-ci, produit pendant la 
télophase de la mitose (méiose) par des chromosomes ou des fragments de chromosomes retardataires. 

Érythrocyte normochromatique ou mature: Érythrocyte parvenu à maturité complète ayant perdu l'ARN 
résiduel demeurant après l'énucléation et/ou ayant perdu d'autres marqueurs cellulaires à vie courte qui 
disparaissent généralement après l'énucléation qui suit la division finale de l'érythroblaste. 

Érythrocyte polychromatique ou immature: Érythrocyte nouvellement formé, à un stade intermédiaire de son 
développement, réagissant aux composants bleus et rouges des colorants classiques du sang tels que la coloration 
Giemsa-Wright, en raison de la présence d'ARN résiduel. De telles cellules nouvellement formées sont pratiquement 
identiques aux réticulocytes, observables au moyen d'une coloration vitale sous l'action de laquelle l'ARN résiduel 
s'agglutine pour former un réticulum. D'autres méthodes, telles que la coloration monochromatique de l'ARN à 
l'aide de colorants fluorescents, ou le repérage des marqueurs de surface à vie courte tels que le CD71 au moyen 
d'anticorps fluorescents, sont aujourd'hui utilisées pour détecter les cellules sanguines nouvellement formées. Les 
érythrocytes polychromatiques, les réticulocytes et les érythrocytes positifs aux marqueurs CD71 sont tous des 
érythrocytes immatures, correspondant à différents stades d'évolution. 

Réticulocyte: Érythrocyte nouvellement formé coloré au moyen d'un colorant vital sous l'action duquel l'ARN 
cellulaire résiduel s'agglutine pour former un réticulum caractéristique. Réticulocytes et érythrocytes polychroma
tiques sont des érythrocytes à un stade de développement très proche l'un de l'autre. 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai.   
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Appendice 2 

PLAN FACTORIEL UTILISÉ POUR IDENTIFIER LES DIFFÉRENCES ENTRE SEXES DANS LE TEST DU 
MICRONOYAU IN VIVO 

Plan factoriel et analyse factorielle 

Selon cette démarche, un minimum de 5 mâles et de 5 femelles sont exposés à chaque concentration d'essai, ce qui 
conduit à utiliser un minimum de 40 animaux (20 mâles et 20 femelles, auxquels s'ajoutent les témoins positifs 
nécessaires). 

La démarche décrite ici, qui correspond à l'une des formes simples du plan factoriel, équivaut à une analyse de 
variance à deux facteurs, dans laquelle le sexe et la concentration sont les facteurs principaux. Les données peuvent 
être analysées à l'aide de nombreux progiciels statistiques standard tels que SPSS, SAS, STATA ou Genstat, ou en 
utilisant le logiciel R. 

À partir de l'ensemble de données, on détermine la variabilité entre les sexes, la variabilité entre les concentrations 
et la variabilité liée à l'interaction entre sexe et concentrations. Chacun de ces termes est comparé à une estimation 
de la variabilité entre les animaux répartis au sein des groupes d'animaux de même sexe exposés à la même concen
tration. On trouvera plus de précisions sur cette méthode dans les manuels de statistiques classiques (voir les 
références) et dans les fichiers d'aide fournis avec les logiciels statistiques. 

On examine ensuite le terme d'interaction sexe x concentration dans un tableau ANOVA (1). En l'absence de terme 
d'interaction significatif, la combinaison des valeurs inter-sexes ou inter-niveaux de concentration permet de réaliser 
des tests statistiques valides entre les niveaux, en se basant sur le terme de variabilité intra-groupe combinée fourni 
par l'ANOVA. 

L'analyse se poursuit par la partition de la variabilité estimée entre concentrations, de façon à obtenir des 
contrastes, ce qui permet d'établir les contrastes linéaires et quadratiques des réponses pour l'ensemble des niveaux 
de concentration. Lorsqu'il y a une interaction significative sexe x concentration, ce terme peut à son tour être 
partitionné en contrastes d'interaction linéaire x sexe et quadratique x sexe. Ces termes permettent de vérifier si les 
réponses aux concentrations sont parallèles pour les deux sexes ou si elles diffèrent selon le sexe. 

L'estimation de la variabilité intra-groupe combinée peut servir à tester l'écart entre les moyennes en les comparant 
deux à deux. Ces comparaisons peuvent se faire entre les moyennes pour les deux sexes et entre les moyennes pour 
les différents niveaux de concentration (comparaisons avec les témoins négatifs, par exemple). En cas d'interaction 
significative, des comparaisons peuvent être faites entre les moyennes des différentes concentrations pour un même 
sexe, ou entre les moyennes des deux sexes à la même concentration. 

Références 

De nombreux manuels de statistiques traitent de la théorie, de la conception, de la méthodologie, de l'analyse et de 
l'interprétation des plans factoriels, depuis les analyses les plus simples, à deux facteurs, jusqu'aux formes 
complexes utilisées dans la conception de l'expérimentation. La liste ci-dessous n'est pas exhaustive. Certains 
ouvrages comportent des exemples d'application de ce type de démarches, accompagnés parfois d'un code 
permettant l'exécution des analyses sous différents logiciels. 

Box, G.E.P, Hunter, W.G. et Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data 
Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons. 

Box G.E.P. & Draper, N.R. (1987) Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc. 

Doncaster, C.P. & Davey, A.J.H. (2007) Analysis of Variance and Covariance: How to Choose and Construct Models 
for the Life Sciences. Cambridge University Press. 

Mead, R. (1990) The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge University 
Press. 
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(1) Les statisticiens qui suivent une démarche de modélisation telle que l'utilisation de modèles linéaires généralisés (MLG) peuvent conduire 
l'analyse d'une manière différente mais comparable; toutefois, ils n'obtiendront pas nécessairement le traditionnel tableau ANOVA, qui 
date des approches algorithmiques du calcul statistique développées à l'ère pré-informatique 



Montgomery D.C. (1997) Design and Analysis of Experiments. John Wiley & Sons Inc. 

Winer, B.J. (1971) Statistical Principles in Experimental Design. McGraw Hill. 

Wu, C.F.J & Hamada, M.S. (2009) Experiments: Planning, Analysis and Optimization. John Wiley & Sons Inc.»  

(6) Dans la partie B, le chapitre B.15. est supprimé.  

(7) Dans la partie B, le chapitre B.16. est supprimé.  

(8) Dans la partie B, le chapitre B.18. est supprimé.  

(9) Dans la partie B, le chapitre B.19. est supprimé.  

(10) Dans la partie B, le chapitre B.20. est supprimé.  

(11) Dans la partie B, le chapitre B.24. est supprimé.  

(12) Dans la partie B, le chapitre B.47. est remplacé par le texte suivant: 

«B.47 Méthode d'essai d'opacité et de perméabilité de la cornée bovine pour l'identification des produits 
chimiques i) provoquant des lésions oculaires graves ou ii) ne relevant d'aucune classification pour 

irritation oculaire ou lésion oculaire grave 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 437 (2013) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. La méthode d'essai d'opacité et de perméabilité de la cornée bovine (OPCB) a été évaluée par le Comité 
de coordination inter-agences pour la validation des méthodes alternatives (ICCVAM) des États-Unis, en collabo
ration avec le Centre européen pour la validation de méthodes alternatives (ECVAM) et le Centre japonais pour la 
validation de méthodes alternatives (JaCVAM), en 2006 et 2010 (1)(2). La première évaluation visait à déterminer 
l'utilité de la méthode OPCB pour identifier les produits chimiques (substances et mélanges) provoquant des lésions 
oculaires graves (1). La seconde évaluation a consisté à déterminer l'utilité de la méthode OPCB pour identifier les 
produits chimiques (substances et mélanges) non classés comme irritants pour l'œil ou provoquant de graves 
lésions oculaires (2). La base de données de validation OPCB contient au total 113 substances et 100 mélanges (2) 
(3). À l'issue de ces évaluations et de leur examen par les pairs, il a été conclu que cette méthode d'essai peut 
identifier correctement les produits chimiques (substances et mélanges) provoquant des lésions oculaires graves 
(catégorie 1) ou ne relevant d'aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave, selon la 
définition du Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques (SGH) des Nations 
Unies (ONU) (4) et du règlement (CE) no 1272/2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à l'emballage des 
substances et des mélanges (CLP) (1), et son utilité scientifique a donc été validée dans les deux cas. Une lésion 
oculaire grave est une lésion des tissus oculaires ou une dégradation sévère de la vue, provoquée par l'application 
d'un produit chimique testé sur la face antérieure de l'œil, et qui n'est pas totalement réversible dans les 21 jours 
suivant l'application. Les produits chimiques testés provoquant des lésions oculaires graves sont classées dans la 
catégorie 1 du SGH de l'ONU. Les produits chimiques non classés comme irritants pour les yeux ou provoquant de 
graves lésions oculaires sont définis comme ne répondant pas aux critères de classification des catégories 1 ou 2 
(2A ou 2B) du SGH de l'ONU, autrement dit, ils sont considérés comme ne relevant d'aucune catégorie du SGH de 
l'ONU. La présente méthode d'essai indique les applications recommandées et les limites de la méthode OPCB au 
regard de ces évaluations. Les principales différences entre la version originale de 2009 et la mise à jour de 2013 
de la ligne directrice de l'OCDE concernent notamment: l'application de la méthode OPCB pour identifier les 
produits chimiques ne relevant d'aucune classification au titre du SGH de l'ONU (paragraphes 2 et 7 de la version 
originale); des éclaircissements sur l'applicabilité de la méthode OPCB pour tester les alcools, les cétones et les 
solides (paragraphes 6 et 7) ainsi que les substances et les mélanges (paragraphe 8); des éclaircissements sur la 
façon de tester les substances tensioactives et les mélanges contenant des tensioactifs (paragraphe 28); des mises à 
jour et des éclaircissements relatifs aux témoins positifs (paragraphes 39 et 40); une mise à jour des critères de 
décision concernant la méthode OPCB (paragraphe 47); une mise à jour des critères d'acceptation de l'étude 
(paragraphe 48); une mise à jour concernant les éléments du rapport d'essai (paragraphe 49); une mise à jour de 
l'appendice 1 sur les définitions; l'ajout de l'appendice 2 pour la valeur prédictive de la méthode d'essai OPCB dans 
différents système de classification; une mise à jour de l'appendice 3 sur la liste des substances d'épreuve; et une 
mise à jour de l'appendice 4 sur le porte-cornée pour la méthode OPCB (paragraphe 1) et sur l'opacitomètre 
(paragraphes 2 et 3). 
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(1) Règlement (CE) no 1272/2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et 
abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le règlement (CE) no 1907/2006, JO L 353 du 31.12.2008, p.1. 
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B.13/14. MUTAGÉNICITÉ ! ESSAI DE MUTATION RÉVERSE SUR 
BACTÉRIES 

1. MÉTHODE 

Cette méthode est une adaptation de la ligne directrice OCDE TG 
471, Essai de mutation réverse sur des bactéries (1997). 

1.1. INTRODUCTION 

L'essai bactérien de mutation réverse est pratiqué sur des souches de 
Salmonella typhimurium et d'Escherichia coït auxotrophes à l'égard 
d'un acide aminé. Il sert à détecter des mutations ponctuelles résul
tant de la substitution, de l'addition ou de la délétion d'une ou de 
plusieurs paires de base de l'ADN (1) (2) (3). Le principe de cet 
essai repose sur la détection de mutations qui inversent des mutations 
présentes dans la souche d'essai et rétablissent ainsi la capacité fonc
tionnelle des bactéries de synthétiser un acide aminé essentiel. Les 
bactéries révertantes sont détectées d'après leur capacité de se déve
lopper en l'absence de l'acide aminé requis par la souche d'essai 
parentale. 

Les mutations ponctuelles sont à l'origine de beaucoup de maladies 
génétiques humaines et de nombreuses données tendent à démontrer 
que des mutations ponctuelles frappant les oncogènes et les gènes 
suppresseurs de tumeurs dans des cellules somatiques jouent un rôle 
dans le développement de tumeurs tant chez l'homme que chez les 
animaux de laboratoire. L'essai bactérien de mutation réverse est 
rapide, peu coûteux et relativement facile à effectuer. Beaucoup de 
souches utilisées possèdent entre autres particularités, celles de les 
rendre plus sensibles aux mutations: séquences d'ADN plus sensibles 
aux mutations au niveau des sites de réversion, augmentation de 
perméabilité cellulaire pour les grosses molécules, élimination des 
systèmes de réparation de l'ADN ou favorisation (augmentation) 
des processus induisant des erreurs lors de la réparation de l'ADN. 
La spécificité des souches d'essai peut fournir des informations utiles 
sur les types de mutations induites par les agents génotoxiques. On 
dispose pour les essais bactériens de mutation réverse de très 
nombreux résultats pour une grande variété de structures et d'une 
méthodologie d'essai qui est bien au point et qui peut être appliquée 
à des substances ayant des propriétés physico-chimiques très 
diverses, y compris les composés volatils. 

Voir aussi l'introduction générale de la partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Un essai de mutation réverse chez Salmonella typhimurium ou 
Escherichia coli détecte, chez une souche dont la croissance requiert 
la présence d'un acide aminé (respectivement histidine ou tryto
phane), des mutations qui transforment cette souche en une souche 
dont la croissance s'effectue indépendamment d'un rapport extérieur 
de cet acide aminé. 

Les mutagènes provoquant la substitution de paires de base sont 
des agents qui entraînent le remplacement d'une base de l'ADN. Lors 
d'un essai de réversion, cette modification peut avoir lieu sur le site 
de la mutation initiale ou sur un autre site du génome bactérien. 

Les mutagènes décalant le cadre de lecture sont des agents qui 
provoquent l'addition ou la délétion d'une ou de plusieurs paires de 
base dans l'ADN, modifiant ainsi le cadre de lecture dans l'ARN. 
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1.3. CONSIDÉRATIONS PRÉLIMINAIRES 

L'essai bactérien de mutation réverse porte sur des cellules proca
ryotes qui différent des cellules de mammifère notamment du point 
de vue de l'absorption, du métabolisme, de la structure des chromo
somes et des processus de répartition de l'ADN. Les essais in vitro 
nécessitent généralement une activation métabolique exogène. 
Comme les systèmes d'activation métabolique in vitro ne peuvent 
pas reproduire parfaitement le métabolisme de cellules de mammifère 
in vivo, les essais ne fournissent pas directement des informations 
sur le pouvoir mutagène et carcinogène d'une substance chez les 
mammifères. 

L'essai de mutation réverse sur bactéries est couramment employé 
comme première étape pour la détection de l'activité génotoxique en 
général et des mutations ponctuelles en particulier. De nombreuses 
données démontrent que beaucoup de substances chimiques qui se 
révèlent positives dans cet essai présentent aussi une activité muta
gène dans d'autres essais. Certains agents mutagènes ne sont pas 
décelés par ces systèmes d'essai. Ces défaillances peuvent tenir à 
la nature particulière de l'effet détecté, à des différences sur le 
plan de l'activation métabolique ou à des différences de biodisponi
bilité. D'autre part, les facteurs qui amplifient la sensibilité de l'essai 
de mutation réverse sur bactéries peuvent conduire à une surestima
tion de l'activité mutagène. 

L'essai de mutation réverse sur bactéries peut ne pas convenir pour 
l'évaluation de certaines classes de substances chimiques, par 
exemple les composés fortement bactéricides (certains antibio
tiques, par exemple) et ceux dont on soupçonne (ou on sait) 
qu'ils interfèrent spécifiquement avec le système de réplication 
des cellules de mammifère (par exemple les inhibiteurs de la 
topoisomérase ou certains analogues de nucléosides). Dans de 
tels cas, des essais de mutation sur des cellules de mammifère 
peuvent s'avérer plus appropriés. 

Bien que de nombreux composés qui donnent un résultat positif à cet 
essai soient cancérogènes pour les mammifères, la corrélation n'est 
pas parfaite. Celle-ci dépend de la classe chimique et il existe des 
substances cancérogènes qui ne sont pas détectées par cet essai parce 
qu'elles agissent par des mécanismes non génotoxiques ou par des 
mécanismes qui sont absents des cellules bactériennes. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Des bactéries en suspension sont exposées à la substance d'essai en 
présence et en l'absence d'un système d'activation métabolique 
exogène. Dans le cas de la méthode d'incorporation directe (méthode 
par étalement), ces suspensions sont mélangées avec la gélose de 
surface et déposées immédiatement sur le milieu minimal. Dans le 
cas de la méthode avec préincubation, le mélange de bactéries en 
suspension-substance testée est incubé et ensuite mélangé avec un 
couche de gélose de surface avant d'être étalé sur le milieu minimal. 
Dans les deux techniques, après deux ou trois jours d'incubation, les 
colonies révertantes sont comptées et leur nombre est comparé à 
celui des revenants spontanés dans les boîtes témoins traitées avec 
le solvant. 

Plusieurs méthodes permettant de réaliser l'essai de mutation réverse 
sur bactéries ont été décrites. Parmi celles qui sont communément 
utilisées figure la méthode par incorporation directe (1) (2) (3) (4), la 
méthode de la préincubation (2) (3) (5) (6) (7) (8), la méthode de la 
fluctuation (9) (10) et la méthode par suspension (11). Des méthodes 
modifiées pour les essais avec des gaz ou des vapeurs ont été 
décrites (12). 
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Les modes opératoires décrits se réfèrent principalement aux 
méthodes d'incorporation directe et de préincubation. Chacune de 
ces méthodes peut être utilisée avec et sans activation métabolique. 
L'utilisation de la méthode avec préincubation permet de détecter 
plus efficacement l'effet mutagène de certaines substances. Ces subs
tances appartiennent à des classes chimiques qui comprennent les 
nitrosamines aliphatiques à chaînes courtes, les métaux bivalents, 
les aldéhydes, les colorants azoïques et les composés diazoïques, 
les alcaloïdes pyrollizidiniques, les composés allyliques et nitrés 
(3). Il est également admis que certaines classes de mutagènes ne 
sont pas toujours détectées par les méthodes conventionnelles telles 
que l'incorporation directe ou la préincubation. Ces substances 
doivent être considérées comme des cas particuliers et il est forte
ment recommandé d'utiliser d'autres méthodes de détection. On a pu 
mettre en évidence les cas particuliers suivants (ainsi que des exem
ples de méthodes qui pourraient servir à leur détection): colorants 
azoïques et composés diazoïques (3) (5) (6) (13), gaz et substances 
chimiques volatiles (12) (14) (15) (16), glycosides (17) (18). Tout 
écart par rapport au mode opératoire standard demande à être scien
tifiquement justifié. 

1.5. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.5.1. Préparations 

1.5.1.1. Bactéries 

On laisse des cultures fraîches de bactéries se développer jusqu'à la 
fin de la phase exponentielle ou jusqu'au début de la phase station
naire de croissance (environ 10 9 cellules par ml). Des cultures en fin 
de phase stationnaire ne doivent pas être utilisées. Il est essentiel que 
les cultures utilisées pour cet essai présentent une concentration 
élevée de bactéries viables. La concentration peut être déterminée 
à partir des données historiques sur les courbes de croissance des 
souches bactériennes utilisées ou, lors de chaque essai, par la déter
mination du nombre de cellules viables à l'aide de la méthode par 
étalement. 

La température d'incubation recommandée est de 37 o C. 

Au moins cinq souches de bactéries doivent être employées. Celles- 
ci doivent comprendre quatre souches de S. typhimurium (TA1535, 
TA1537 ou TA97a ou TA97, TA98 et TA100) pour lesquelles des 
comparaisons entres laboratoires ont démontré la fiabilité et la repro
ductibilité de la réponse. Ces souches, qui comportent des paires de 
bases GC sur les sites primaires de réversion, risquent toutefois de ne 
pas déceler certains mutagènes oxydants, des agents de réticulation et 
des hydrazines. Ces substances mutagènes peuvent être détectées à 
l'aide de souches d'E. coli WP2 ou de S. typhimurium TA102 (19) 
qui ont une paire de base AT sur le site primaire de réversion. Par 
conséquent, il est recommandé de mettre en #uvre la combinaison 
de souches suivante: 

� S. typhimurium TA1535, et 

� S. typhimurium TA1537 ou TA97 ou TA97a, et 

� S. typhimurium TA98, et 

� S. typhimurium TA100, et 

� E. coli WP2 uvrA ou E. coli WP2 uvrA (pKM101) ou S. typhi
murium TA102. 

Pour les mutagènes à pouvoir réticulant, il peut être préférable d'in
clure la souche TA102 ou d'ajouter une souche d'E. coli pourvue 
d'un mécanisme de réparation de l'ADN [E. coli WP2 ou E. coli 
WP2 (pKM101), par exemple]. 
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La préparation des cultures souches, la vérification des marqueurs et 
le stockage doivent s'effectuer suivant des méthodes reconnues. Pour 
chaque culture souche congelée, il faut démontrer que la croissance 
exige la présence d'un acide aminé (histidine pour S. typhimurium et 
tryptophane pour E. coli). D'autres caractéristiques phénotypiques 
demandent également à être vérifiées, à savoir la présence ou l'ab
sence de plasmides de résistance, s'il y a lieu [résistance à l'ampicil
line des souches TA98, TA100 et TA97a ou TA97, WP2 uvrA et 
WP2 uvrA (pKM101), et résistance à l'association ampicilline/tétra
cycline de la souche TA102], ainsi que la présence de mutations 
caractéristiques (à savoir la mutation rfa chez S. typhimurium 
d'après la sensibilité au cristal violet et la mutation uvrA chez E. 
coli ou uvrB chez S. typhimurium d'après la sensibilité aux UV) (2) 
(3). D'autre part, les souches doivent produire un nombre de colonies 
de révertants spontanés par boîte qui se situe dans la gamme de 
fréquence prévue sur la base des données historiques du laboratoire 
et de préférence être comparable aux valeurs citées dans la littérature. 

1.5.1.2. Milieu 

On utilise une gélose minimale appropriée (composée, par exemple, 
de milieu minimal E de Vogel-Bonner et de glucose) et une gélose 
de recouvrement contenant de l'histidine et de la biotine ou du tryp
tophane pour permettre quelques divisions cellulaires (1) (2) (9). 

1.5.1.3. Activation métabolique 

Les bactéries sont exposées à la substance d'essai en présence et en 
l'absence d'un système d'activation métabolique approprié. Le 
système le plus communément utilisé est une fraction post-mitochon
driale enrichie en cofacteur (S9), préparée à partir de foie de rongeur 
traité avec des indicateurs enzymatiques comme Aroclor 1254 (1) (2) 
ou une combinaison de phénobarbital et de -naphthoflavone (18) 
(20) (21). La fraction post-mitochondriale est généralement utilisée à 
une concentration comprise entre 5 et 30 % v/v dans le mélange 
S9. Le choix et la composition du système d'activation métabolique 
peuvent varier suivant la classe chimique de la substance d'essai. 
Dans certains cas, il peut être intéressant d'utiliser plusieurs concen
trations de la fraction post-mitochondriale. Dans le cas de composés 
azoïques et diazoïques, un système d'activation métabolique réduc
teur peut s'avérer plus approprié (6) (13). 

1.5.1.4. Substance d'essai/préparation 

Les substances d'essai solides sont préparées par dissolution ou 
suspension dans un véhicule ou un solvant approprié, plus éventuel
lement diluées avant le traitement des bactéries. Les substances 
d'essai liquides peuvent être ajoutées au système d'essai directement 
ou après dilution. Il convient d'utiliser des préparations fraîches, sauf 
si l'on dispose de données qui démontrent la stabilité des prépara
tions dans les conditions du stockage. 

Le solvant/véhicule choisi ne doit pas réagir chimiquement avec la 
substance d'essai ni altérer la survie des bactéries et l'activité du 
mélange S9 (22). L'emploi d'un solvant/véhicule inhabituel doit 
être justifié par des données faisant état de sa compatibilité. On 
préconise d'envisager d'abord l'utilisation d'un véhicule/solvant 
aqueux, chaque fois que cela est possible. Dans les essais de subs
tances qui sont instables dans l'eau, on utilisera des solvants orga
niques exempts d'eau. 
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1.5.2. Conditions expérimentales 

1.5.2.1. Souches utilisées (voir point 1.5.1.1) 

1.5.2.2. Concentration d'exposition 

La cytotoxicité et la solubilité dans le mélange d'essai final sont des 
critères à prendre en considération pour déterminer la dose la plus 
élevée à mettre en #uvre. 

Un essai préliminaire destiné à déterminer la toxicité et les 
caractéristiques de solubilité peut être utile. La cytotoxicité 
peut être détectée par une réduction du nombre de révertants, 
un éclaircissement ou une diminution du tapis bactérien ou une 
diminution du taux de survie des cultures traitées. Les systèmes 
d'activation métabolique peuvent avoir une influence sur la cyto
toxicité d'une substance. On conclut à l'insolubilité lorsqu'une 
précipitation dans le mélange final est observée à l'#il nu 
dans les conditions réelles de l'essai. 

Pour les substances d'essai solubles et non cytotoxiques, on recom
mande une concentration maximale de 5 mg ou 5 l par boîte. Pour 
les substances d'essai non cytotoxiques qui sont insolubles à 5 mg ou 
5 l par boîte, l'essai doit comprendre une ou plusieurs concentra
tions auxquelles on observe une insolubilité. Pour les substances qui 
sont déjà cytotoxiques à une concentration inférieure à 5 mg ou 
5 l/boîte, l'essai doit être effectué jusqu'à une concentration cyto
toxique. Le précipité ne doit pas interférer avec l'évaluation des 
résultats. 

Pour un premier essai, il convient de tester au moins cinq concen
trations analysables différentes de la substance d'essai, avec des 
intervalles d'environ une demi-unité logarithmique, c'est-à-dire 

10. Pour établir une relation dose-réponse, il peut s'avérer néces
saire de réduire ces intervalles. Dans le cas de substances d'essai 
contenant des quantités substantielles d'impuretés potentiellement 
mutagènes, il peut être utile d'effectuer des essais avec des concen
trations supérieures à 5 mg ou 5 l/boîte. 

1.5.2.3. Témoins négatifs et positifs 

Des témoins positifs spécifiques de la souche, et des témoins négatifs 
(solvant ou véhicule), doivent être inclus dans chaque essai, avec ou 
sans activation métabolique. Dans le cas des témoins positifs, on 
utilisera une concentration permettant de démontrer l'efficacité de 
chaque essai. 

Pour les essais avec système d'activation métabolique, le ou les 
témoins positifs de référence doivent être choisis en fonction du 
type de souche bactérienne utilisé. 

Les substances suivantes sont des exemples de témoins positifs pour 
les essais avec activation métabolique: 

Substance Numéro CAS Numéro Einecs 

Diméthyl-9,10 anthracène 781-43-1 212-308-4 

Diméthyl-7,12 benz[a]anthra
cène 

57-97-6 200-359-5 

3enzo[a]pyrène 50-32-8 200-028-5 

Amino-2 anthracène 613-13-8 210-330-9 
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Substance Numéro CAS Numéro Einecs 

Cyclophosphamide 50-18-0 200-015-4 

Monohydrate de cyclophospha
mide 

6055-19-2 

La substance suivante convient comme témoin positif pour la 
méthode d'activation métabolique réductrice: 

Substance Numéro CAS Numéro Einecs 

Rouge Congo 573-58-0 209-358-4 

L'amino-2 anthracène ne peut être utilisé comme indicateur unique 
de l'efficacité du mélange S9. S'il est utilisé, il faut également carac
tériser chaque lot de S9 avec un mutagène qui requiert une activation 
métabolique par des enzymes microsomalcs, benzo[a]pyrène et dimé
thylbenzanthracène par exemple. 

Les substances suivantes sont des exemples de témoins positifs 
spécifiques de souches pour les essais sans activation métabolique 
exogène: 

Substance Numéro CAS Numéro Ëinecs Souche 

Azoture de 
sodium 

26628-22-8 247-852-1 TA 1535 et TA 100 

Nitro-2 fluorène 607-57-8 210-138-5 TA 98 

Amino-9 acridine 90-45-9 201-995-6 TA 15 37, TA 97 et TA 97a 

ICR 191 17070-45-0 241-129-4 TA 1537, TA 97 et TA 97a 

Hydropéroxyde 
de cumène 

80-15-9 201-254-7 TA 102 

Mitomycine C 50-07-7 200-008-6 WP2 uvrA et TA 102 

N-éthyl-N-nitro- 
N-nitrosoguani
dine 

70-25-7 200-730-1 WP2, WP2 uvrA et WP2 uvrA 
(pKM101) 

1-oxyde de 4- 
nitroquinoléine 

56-57-5 200-281-1 WP2, WP2 uvrA et WP2 uvrA 
(pKM101) 

Furylfuramide 
(AF2) 

3688-53-7 Souches contenant des plas
mides 

D'autres témoins positifs appropriés peuvent être utilisés comme 
référence. L'utilisation de témoins positifs appartenant à la même 
classe chimique doit être envisagée, s'ils sont disponibles. 

L'essai doit comprendre des témoins négatifs constitués de solvant ou 
véhicule sans substances d'essai, auxquels sont appliquées les mêmes 
conditions expérimentales qu'à la substance d'essai. Il faut également 
inclure des témoins non traités, à moins que des essais antérieurs 
n'aient démontré que le solvant choisi n'a pas d'effet délétère ou 
mutagène. 
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1.5.3. Mode opératoire 

Pour la méthode par étalement (1) (2) (3) (4) sans activation méta
bolique, on ajoute généralement 0,05 ml ou 0,1 ml de la solution à 
tester, 0,1 ml de culture bactérienne fraîche (contenant environ 10 8 

cellules viables) et 0,5 ml de tampon stérile à 2,0 ml de gélose de 
recouvrement. Pour l'essai avec activation métabolique, on mélange 
habituellement 0,5 ml du mélange d'activation métabolique contenant 
une quantité adéquate de fraction post-mitochondriaie (entre 5 et 
30 % v/v), les bactéries et la substance d'essai, ou une solution de 
celle-ci, avec 2,0 ml de gélose de recouvrement. Le contenu de 
chaque tube est mélangé et versé sur la surface d'un milieu 
minimal gélosé. On laisse la gélose de recouvrement se solidifier 
avant incubation. 

Dans la méthode de la préincubation (2) (3) (5) (6), la substance 
d'essai, ou une solution de celle-ci, est préincubée avec la souche 
d'essai (environ 10 8 cellules viables) et un tampon stérile ou 0,5 ml 
du système d'activation métabolique généralement pendant 
20 minutes ou plus à 30-37 o C. On ajoute ensuite la gélose de 
recouvrement et on verse le tout sur la surface d'un milieu 
minimal gélosé. On mélange généralement 0,05 ou 0,1 ml de la 
substance d'essai, ou d'une solution de celle-ci, 0,1 ml de bactéries 
et 0,5 ml de mélange S9 ou de tampon stérile avec 2,0 ml de gélose 
de recouvrement. Pendant la préincubation, les tubes doivent être 
aérés par agitation. 

Pour une bonne estimation de la variation, chaque concentration doit 
être testée dans trois boîtes de Petri. Le nombre de boîtes peut être 
limité à deux si cela se justifie scientifiquement. La perte accidentelle 
d'une boîte n'invalide pas nécessairement l'essai. 

Les substances gazeuses ou volatiles doivent être testées en utilisant 
des méthodes appropriées, par exemple dans des récipients herméti
quement fermés (12) (14) (15) (16). 

1.5.4. Incubation 

Toutes les boîtes d'un essai donné doivent être incubées à 37 o C 
pendant 48-72 heures. À la fin de la période d'incubation, on compte 
dans chaque boîte le nombre de colonies révertantes. 

2. RÉSULTATS 

2.1. TRAITEMENT DES RÉSULTATS 

Les données doivent être présentées sous la forme du nombre de 
colonies révertantes par boîte. Le nombre de colonies révertantes 
dans les boîtes de témoins négatifs (témoins traités avec le solvant 
et, le cas échéant, témoins non traités) et positifs doit également être 
mentionné. Le dénombrement par boîte, le nombre moyen de colo
nies révertantes par boîte et l'écart-type doivent être indiqués pour la 
substance d'essai ainsi que pour les témoins positifs et négatifs (non 
traités et/ou traités au solvant). 

Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse nettement positive. Les 
résultats équivoques doivent être clarifiés par des essais supplémen
taires réalisés de préférence dans des conditions expérimentales 
modifiées. Les résultats négatifs demandent à être confirmés cas 
par cas. Si la confirmation de résultats négatifs n'est pas jugée néces
saire, une justification doit être fournie. Pour les essais de confirma
tion, il convient d'envisager une modification des conditions expéri
mentales, afin d'élargir la gamme des conditions évaluées. Les para
mètres susceptibles d'être modifiés comprennent l'écart entre les 
doses, la méthode de traitement (étalement ou préincubation en 
milieu liquide) et les conditions d'activation métabolique. 
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2.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Plusieurs critères permettent de déterminer si un résultat est positif, 
notamment un accroissement, dose-dépendant, du nombre de réver
tants ou une augmentation reproductible du nombre de colonies de 
revenants par boîte à une ou plusieurs concentrations pour au moins 
une souche, avec ou sans activation métabolique (23). En premier 
lieu, il s'agit de prendre en considération la signification biologique 
des résultats. L'évaluation des résultats peut s'appuyer sur des 
méthodes statistiques (24) mais la signification statistique ne doit 
pas être le seul facteur décisif pour conclure à une réponse positive. 

Si les résultats obtenus avec une substance d'essai ne répondent pas 
aux critères indiqués ci-dessus, on peut conclure que la substance en 
question n'est pas mutagène dans cet essai. 

Bien que la plupart des essais donneront des résultats manifestement 
positifs ou négatifs, dans certains cas rares l'ensemble des résultats 
d'un essai n'autorise pas de conclusion catégorique sur l'activité de la 
substance étudiée. Les résultats peuvent rester équivoques ou discu
tables indépendamment du nombre de répétitions de l'essai. 

Des résultats positifs obtenus à l'essai de mutation réverse sur bacté
ries indiquent que la substance induit des mutations ponctuelles par 
substitution de bases ou décalage du cadre de lecture dans le génome 
de Salmonella typhimurium et/ou Escherichia coli. Un résultat 
négatif signifie que, dans les conditions de l'essai, la substance 
n'est pas mutagène pour l'espèce utilisée dans l'essai. 

3. RAPPORT 

RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

Solvant/véhicule: 

� justification du choix du solvant/véhicule, 

� solubilité et stabilité de la substance d'essai dans le solvant/vé
hicule, si elles sont connues. 

Souches: 

� souches utilisées, 

� nombre de cellules par culture, 

� caractéristiques des souches. 

Conditions expérimentales: 

� quantité de substance d'essai par boite (mg/boîte ou l/boîte) et 
justification du choix des doses et du nombre de boîtes par 
concentration, 

� milieux utilisés, 

� type et composition du système d'activation métabolique, y 
compris les critères d'acceptabilité, 

� procédés de traitement. 

Résultats: 

� signes de toxicité, 

� signes de précipitation, 

� dénombrement par boîte, 
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� nombre moyen de colonies révertantes par boîte et écart-type, 

� relation dose-réponse, si possible, 

� analyses statistiques, le cas échéant, 

� données concernant les témoins négatifs (solvant/véhicule) et 
positifs concomitants (étendues, moyennes et écarts-types), 

� données concernant les témoins négatifs (solvant/véhicule) et 
positifs antérieurs (étendues, moyennes et écarts-types). 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 
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B. 17. MUTAGÉNICITÉ ! ESSAI IN VITRO DE MUTATION 
GÉNIQUE SUR CELLULES DE MAMMIFÈRE 

1. MÉTHODE 

Cette méthode est une adaptation de la ligne directrice OCDE TG 
476, Essai in vitro de mutation génique sur cellules de mammifères 
(1997). 

1.1. INTRODUCTION 

L'essai in vitro de mutation génique sur cellules de mammifères 
permet de détecter des mutations géniques induites par des subs
tances chimiques. Les lignées cellulaires appropriées comprennent 
des cellules de lymphome de souris L5178Y, les lignées CHO- 
AS52 et V79 de cellules de hamster chinois et les cellules lympho
blastoïdes humaines TK6 (1). Dans ces lignées cellulaires, les 
critères génétiques les plus couramment utilisés sont une mutation 
sur les loci de la thymidine kinase (TK) et de l'hypoxanthine-guanine 
phosphoribosyl transférase (HPRT), ainsi qu'un transgène de la 
xanthine-guanine phosphoribosyl transférasc (XPRT). Les essais de 
mutation TK, HPRT et XPRT détectent des gammes différentes 
d'effet génétiques. L'emplacement autosomique de TK et XPRT 
peut permettre de détecter des effets génétiques (par exemple des 
délétions importantes) qui ne sont pas détectés sur le locus HPRT de 
chromosomes X (2, 3, 4, 5, 6). 

L'essai in vitro de mutation génique sur cellules de mammifère peut 
être pratiqué sur des cultures de lignées cellulaires établies ou de 
souches cellulaires. Les cellules employées sont choisies en fonction 
de leur potentiel de croissance en culture et de la stabilité de la 
fréquence de mutation spontanée. 

Les essais in vitro requièrent généralement une source exogène d'ac
tivation métabolique qui ne peut pas reproduire parfaitement les 
conditions présentes in vivo chez les mammifères. Il faut éviter 
absolument d'introduire des conditions qui conduiraient à des résul
tats positifs ne reflétant pas une mutagénicité intrinsèque et pouvant 
provenir de modifications du pH ou de l'osmolalité ou d'une forte 
cytotoxicité (7). 

Cet essai est utilisé pour le dépistage de substances pouvant être 
mutagènes et cancérigènes pour les mammifères. Bien que de 
nombreux composés donnant un résultat positif à cet essai soient 
cancérigènes pour les mammifères, il n'y a pas de corrélation 
parfaite entre cet essai et la cancérogénicité. La corrélation 
dépend de la classe chimique et de plus en plus d'éléments laissent 
penser qu'il existe des agents cancérigènes que cet essai ne permet 
pas de détecter parce qu'ils agissent par des mécanismes non géno
toxiques ou par des mécanismes qui sont absents des cellules de 
mammifères (6). 

Voir aussi l'introduction générale de la partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Mutation directe: mutation génique de la forme parentale en une 
forme mutante, qui engendre une modification ou une perte de l'ac
tivité enzymatique de la fonction de la protéine codée. 

Mutagènes provoquant la substitution de paires de bases: subs
tances qui entraînent le remplacement d'une ou de plusieurs bases de 
l'ADN. 

Mutagènes décalant le cadre de lecture: substances qui entraînent 
l'addition ou la délétion d'une ou de plusieurs paires de bases dans la 
molécule d'ADN. 
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Temps d'expression du phénotype: période pendant laquelle des 
produits géniques non modifiés disparaissent des cellules qui vien
nent de subir une mutation. 

Fréquence de mutants: rapport cellules mutantes observées/cellules 
viables. 

Croissance totale relative: augmentation du nombre de cellules 
dans le temps par rapport à une population témoin; elle est calculée 
comme le produit de la croissance en suspension par rapport au 
témoin négatif et de l'efficacité de clonage par rapport au témoin 
négatif. 

Croissance relative en suspension: augmentation du nombre de 
cellules pendant la période d'expression par rapport au témoin 
négatif. 

Viabilité: efficacité de clonage des cellules traitées au moment de 
l'étalement dans des conditions sélectives après la période d'expres
sion. 

Taux de survie: efficacité de clonage des cellules traitées au 
moment de l'étalement à la fin de la période de traitement; le taux 
de survie est généralement exprimé par rapport au taux de survie de 
la population cellulaire témoin. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Les cellules déficientes en thymidine kinase (TK) par suite de la 
mutation directe TK -/- �> TK-/- sont résistantes aux effets cyto
toxiques de la trifluorothymidinc (TFT), un analogue de la pyrimi
dine. Les cellules non déficientes en TK sont sensibles à la TFT, ce 
qui entraîne une inhibition du métabolisme cellulaire et l'arrêt de la 
division cellulaire. Ainsi, les cellules mutantes peuvent proliférer en 
présence de TFT, tandis que les cellules normales, qui contiennent de 
la TK, ne le peuvent pas. De la même façon, des cellules déficientes 
en HPRT ou XPRT sont sélectionnées par leur résistance à la thio-6 
guanine (TG) ou à l'aza-8 guanine (AG). Lorsqu'un analogue d'une 
base ou une substance apparentée à l'agent sélectif est soumis à un 
essai de mutation génique sur des cellules de mammifère, il convient 
d'en étudier soigneusement les propriétés. Il faut, par exemple, 
examiner toute toxicité sélective soupçonnée de la substance 
d'essai vis-à-vis de cellules mutantes et non mutantes. Par consé
quent, la performance du système ou de l'agent de sélection doit 
être confirmée lors de l'essai de substances ayant une similitude de 
structure avec l'agent de sélection (8). 

Des cellules en suspension ou en culture monocouche sont exposées 
à la substance d'essai, avec et sans activation métabolique, pendant 
une période appropriée. Les cellules sont repiquées afin de déter
miner la cytotoxicité et de laisser le phénotype s'exprimer avant la 
sélection des mutants (9, 10, 11, 12, 13). On détermine la cytotoxi
citc en mesurant l'efficacité de clonage relative (taux de survie) ou la 
croissance totale relative des cultures après la période de traitement. 
Les cultures traitées sont maintenues dans un milieu de croissance 
pendant une période de temps suffisante, caractéristique de chaque 
locus et du type de cellule choisi, afin de permettre une expression 
phénotypique presque optimale des mutations induites. On détermine 
la proportion de mutants en mettant en culture un nombre connu de 
cellules dans un milieu contenant l'agent sélectif pour détecter les 
cellules mutantes et dans un milieu exempt d'agent sélectif pour 
déterminer l'efficacité de clonage (viabilité). Les colonies sont 
comptées après une durée d'incubation appropriée. On compare le 
nombre de colonies mutantes en milieu sélectif au nombre de colo
nies en milieu non sélectif pour obtenir la proportion de mutants. 
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1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Préparations 

1.4.1.1. Cellules 

Divers types de cellules conviennent pour ce test, entre autres: sous- 
clones de L5178Y, CHO, AS52, V79 ou TK6. Les cellules utilisées 
doivent avoir une sensibilité prouvée aux mutagènes chimiques, une 
efficacité de clonage élevée et une fréquence de mutation spontanée 
stable. On doit veiller à ce que les cellules ne soient pas contaminées 
par des mycoplasmes. Des cellules contaminées ne doivent pas être 
utilisées. 

L'essai doit être conçu de façon à avoir une sensibilité et une puis
sance prédéterminées. Le nombre de cellules, de cultures et de 
concentrations de la substance d'essai utilisées doit refléter ces para
mètres définis à l'avance (14). À chaque stade de l'essai, le nombre 
minimal de cellules viables survivant au traitement doit être basé sur 
la fréquence de mutation spontanée. Une règle générale consiste à 
utiliser un nombre de cellules au moins égal à dix fois l'inverse de 
cette fréquence. Cependant, il est recommandé d'utiliser au moins 
10 6 cellules. Pour s'assurer de la performance constante de l'essai, 
il faut disposer de données antérieures adéquates relatives au système 
cellulaire utilisé. 

1.4.1.2. Milieux et conditions de culture 

On doit utiliser des milieux de culture et des conditions d'incubation 
appropriés (récipients de culture, température, concentration de CO 2 
et humidité). Les milieux doivent être choisis en fonction des 
systèmes sélectifs et du type de cellules utilisés dans l'essai. Il est 
particulièrement important de choisir des conditions de culture qui 
assurent une croissance optimale des cellules pendant la période 
d'expression, ainsi que la capacité des cellules, tant mutantes que 
non mutantes, à former des colonies. 

1.4.1.3. Préparation des cultures 

Les cellules sont multipliées à partir de cultures souches, ensemen
cées dans le milieu de culture et incubées à 37 o C. Avant l'emploi 
des cultures pour l'essai, il peut être nécessaire de les débarrasser des 
cellules mutantes qu'elles contiennent. 

1.4.1.4. Activation métabolique 

Les cellules doivent être exposées à la substance d'essai en présence 
et en l'absence d'un système d'activation métabolique approprié. Le 
système le plus couramment utilisé est une fraction post-mitochon
driale enrichie en cofacteur (S9), préparée à partir de foie de rongeur 
traité avec des inducteurs enzymatiques, par exemple Aroclor 1254 
(15, 16, 17, 18) ou un mélange de phénobarbital et de -naphtho
flavone (19, 20). 

La fraction post-mitochondriale est généralement utilisée à une 
concentration comprise entre 1 et 10 % v/v dans le milieu final. 
Le choix du système d'activation métabolique peut dépendre de la 
classe chimique de la substance d'essai. Dans certains cas il peut y 
avoir avantage à utiliser plus d'une concentration de la fraction post- 
mitochondriale. 
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Plusieurs procédés nouveaux, comme la création de lignées cellu
laires génétiquement modifiées exprimant des enzymes activantes 
spécifiques, sont susceptibles de fournir une activation endogène. 
Le choix des lignées cellulaires utilisées doit être justifié scientifi
quement (par exemple par la pertinence de l'isoenzyme du cyto
chrome P4 50 pour le métabolisme de la substance d'essai). 

1.4.1.5. Substance d'essai/préparation 

Les substances d'essai solides sont dissoutes ou mises en suspension 
dans un solvant ou un véhicule approprié, puis éventuellement 
diluées avant le traitement des cellules. Les substances d'essai 
liquides peuvent être ajoutées directement ou après dilution au 
système d'essai. Il convient d'utiliser des préparations fraîches, sauf 
si l'on dispose de données qui démontrent la stabilité des prépara
tions dans les conditions du stockage. 

1.4.2. Conditions expérimentales 

1.4.2.1. Solvant/véhicule 

Le solvant/véhicule choisi ne doit pas réagir chimiquement avec la 
substance d'essai ni altérer la survie des cellules et l'activité du 
mélange S9. L'emploi d'un solvant/véhicule inhabituel doit être 
justifié par des données faisant état de sa compatibilité. On préconise 
d'envisager d'abord l'utilisation d'un véhicule/solvant aqueux, chaque 
fois que cela est possible. Dans les essais de substances qui sont 
instables dans l'eau, on utilisera des solvants organiques exempts 
d'eau. L'eau peut être enlevée à l'aide d'un tamis moléculaire. 

1.4.2.2. Concentration d'exposition 

La cytotoxicité, la solubilité dans le mélange d'essai final et les 
modifications de pH et d'osmolalité sont des critères à prendre en 
considération pour déterminer la dose la plus élevée à mettre en 
#uvre. 

La cytotoxicité doit être mesurée, avec et sans système d'activation 
métabolique, dans l'expérience principale par un indicateur pertinent 
de l'intégrité et de la croissance cellulaire, tel que l'efficacité de 
clonage relative (taux de survie) ou la croissance totale relative. Il 
peut être utile de déterminer la cytotoxicité et la solubilité dans un 
essai préliminaire. 

Il convient d'utiliser au moins quatre concentrations analysables. 
Dans le cas d'une substance cytotoxique, ces concentrations 
doivent couvrir un domaine allant d'une toxicité nulle ou légère à 
la toxicité maximale, ce qui signifie généralement des concentrations 
séparées par un facteur compris entre 2 et 10 au maximum. Si la 
concentration la plus forte est basée sur la cytotoxicité, elle devrait 
donner un taux de survie relatif (efficacité de clonage relative) ou 
une croissance totale relative d'environ 10 à 20 % (mais non infé
rieure à 10 %). En ce qui concerne les substances relativement non 
cytotoxiques, la concentration maximale doit être la plus basse des 
trois concentrations suivantes: 5 l/ml, 5 mg/ml ou 0,01 M. 
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Les substances relativement insolubles doivent être testées jusqu'à 
des concentrations égales ou supérieures à la limite de solubilité 
dans les conditions de culture. L'insolubilité doit être mise en 
évidence dans le milieu de traitement final auquel les cellules sont 
exposées. Il peut être utile d'évaluer la solubilité au début et à la fin 
du traitement, celle-ci pouvant varier au cours de l'exposition dans le 
système d'essai en raison de la présence de cellules, de S9, de sérum, 
etc. On conclut à l'insolubilité lorsqu'une précipitation est observée à 
l'exil nu. Le précipité ne doit pas interférer avec l'évaluation des 
résultats. 

1.4.2.3. Témoins 

Des témoins positifs et négatifs (solvant ou véhicule) doivent être 
inclus dans chaque expérience avec et sans activation métabolique. 
Quand l'essai est effectué avec activation métabolique, la substance 
utilisée comme témoin doit être celle qui exige l'activation pour 
donner une réponse mutagène. 

Des exemples de substances pouvant servir comme témoins positifs 
figurent dans le tableau ci-dessous. 

Condition d'activa
tion métabolique 

Locus Substance N o CAS N o Einecs 

Absence d'activa
tion métabolique 
exogène 

HPRT Méthanesulfonate d'éthyle 62-50-0 200-536-7 

Éthylnitrosourée 759-73-9 212-072-2 

TK (petites et 
grandes colo

nies) 

Méthanesulfonate de méthyle 66-27-3 200-625-0 

XPRT Méthanesulfonate d'éthyle 62-50-0 200-536-7 

Éthylnitrosourée 759-73-9 212-072-2 

Présence d'activa
tion métabolique 
exogène 

HPRT Méthyl-3 cholanthrène 56-49-5 200-276-4 

N-Nitrosodiméthylaminc 62-75-9 200-549-8 

Diméthyl-7,12 benzanthracène 57-97-6 200-359-5 

TK (petites et 
grandes colo

nies) 

Cvclophosphamide 50-18-0 200-015-4 

Monohydrate de cyclophospha
mide 

6055-19-2 

Benzo[a]pyrène 50-32-8 200-028-5 

Méthyl-3 cholanthrène 56-49-5 200-276-5 

XPRT N-Nitrosodiméthylamine (pour 
des niveaux élevés de S9) 

62-75-9 200-549-8 

Benzo[a]pyrène 50-32-8 200-028-5 

D'autres substances de référence appropriées peuvent être utilisées 
comme témoins positifs, par exemple la 5-bromo 2'-désoxyuridine 
(n o CAS 59-14-3, n o Einecs 200-415-9) si le laboratoire possède des 
contrôles historiques relatifs à cette substance. L'emploi de témoins 
positifs appartenant à la même classe chimique doit être envisagé, 
s'ils sont disponibles. 
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Des témoins négatifs, constitués uniquement du solvant ou du véhi
cule dans le milieu de traitement et traités de la même façon que la 
substance d'essai, doivent être inclus. Il faut également inclure des 
témoins non traités, à moins que des essais antérieurs n'aient 
démontré que le solvant choisi n'a pas d'action délétère ou mutagène. 

1.4.3. Mode opératoire 

1.4.3.1. Traitement avec la substance d'essai 

Les cellules en prolifération sont traitées avec la substance d'essai en 
présence et en l'absence d'activation métabolique. La durée d'expo
sition doit être suffisante (une durée de trois à six heures est géné
ralement efficace) et peut s'étendre sur un ou plusieurs cycles cellu
laires. 

On peut réaliser les cultures en un seul ou en double exemplaire pour 
chaque concentration testée. Dans le cas des cultures en un seul 
exemplaire, il faut augmenter le nombre des concentrations afin 
d'assurer un nombre adéquat de cultures à analyser (par exemple, 
au moins huit concentrations analysables). Les cultures servant de 
témoins négatifs (solvant) sont faites en double. 

Les substances gazeuses ou volatiles doivent être testées en utilisant 
des méthodes appropriées, par exemple dans des récipients de culture 
hermétiquement fermés (21, 22). 

1.4.3.2. Détermination du taux de survie, de la viabilité et de la proportion 
de mutants 

À la fin de la période d'exposition, les cellules sont lavées et mises 
en culture en vue de la détermination de leur taux de survie et de 
l'expression du phénotype mutant. La détermination de la cytotoxi
cité commence généralement après la période de traitement par la 
mesure de l'efficacité de clonage relative (taux de survie) ou de la 
croissance totale relative des cultures. 

À chaque locus correspond un temps bien défini qui est nécessaire à 
l'expression presque optimale du phénotype des mutants nouvelle
ment induits (HPRT et XPRT ont besoin d'au moins 6 à 8 jours et 
TK d'au moins 2 jours). Pour déterminer le nombre de mutants et 
l'efficacité de clonage, les cellules sont placées dans un milieu en 
présence et en l'absence d'agent(s) sélectif(s). On commence à 
mesurer la viabilité, qui permet de calculer la proportion de mutants, 
à la fin de la période d'expression en déposant les cultures dans un 
milieu non sélectif. 

Si la substance d'essai est positive à l'essai sur L5178Y TK -/- , la 
taille des colonies doit être déterminée dans au moins une des 
cultures traitées (à la concentration positive la plus élevée) et dans 
les témoins négatifs et positifs. Si la substance d'essai est négative à 
l'essai sur L5178Y TK +/- , la taille des colonies doit être déterminée 
dans les témoins négatifs et positifs. Dans le cas des essais sur 
TK6TK +/- , on peut également déterminer la taille des colonies. 
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2. RÉSULTATS 

2.1. TRAITEMENT DES RÉSULTATS 

Les données doivent comprendre la détermination de la cytotoxicité 
et de la viabilité, le nombre de colonies et la proportion de mutants 
dans les cultures traitées et les cultures témoins. Dans le cas d'une 
réponse positive à l'essai sur L5178Y TK +/- , on dénombre les colo
nies en distinguant les petites des grandes colonies pour au moins 
une concentration de la substance d'essai (concentration positive la 
plus élevée) et pour les témoins négatifs et positifs. La nature molé
culaire et cytogénétique des deux sortes de colonies de mutants 
(petites et grandes) a été étudiée en détail (23, 24). Dans l'essai 
TK +/- , les colonies sont recensées sur la base du critère de croissance 
normale (grandes colonies) et de croissance faible (petites colonies) 
(25). Les cellules mutantes qui ont subi les altérations génétiques les 
plus importantes ont un temps de duplication plus long et forment 
donc de petites colonies. Ces altérations vont de la perte du gène 
entier à des aberrations chromosomiques se manifestant dans le 
caryotype. L'induction de petites colonies de mutants a été mise en 
rapport avec des substances chimiques qui engendrent des aberra
tions chromosomiques importantes (26). Les cellules mutantes moins 
affectées croissent à des vitesses semblables à celles des cellules 
parentales et forment de grandes colonies. 

Il convient d'indiquer le taux de survie (efficacité de clonage rela
tive) ou la croissance totale relative. La proportion de mutants doit 
être exprimée comme le nombre de cellules mutantes divisé par le 
nombre de cellules survivantes. 

Les données individuelles concernant chaque culture doivent être 
indiquées. En outre, toutes les données doivent être résumées sous 
forme de tableaux. 

Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse manifestement positive. 
Les résultats équivoques doivent être clarifiés par des essais supplé
mentaires réalisés de préférence dans des conditions expérimentales 
modifiées. Les résultats négatifs demandent à être confirmés cas par 
cas. Si la confirmation de résultats négatifs n'est pas jugée néces
saire, une justification doit être fournie. Pour les essais de confirma
tion effectués en cas de résultats négatifs ou équivoques, il convient 
d'envisager une modification des paramètres de l'étude, afin d'élargir 
la gamme des conditions évaluées. Les paramètres susceptibles d'être 
modifiés comprennent l'écart entre les doses et les conditions d'acti
vation métabolique. 

2.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Plusieurs critères permettent de déterminer si un résultat est positif, 
notamment un accroissement dose-dépendant ou un accroissement 
reproductible de la proportion de mutants. En premier lieu, il s'agit 
de prendre en considération la pertinence biologique des résultats. 
L'évaluation des résultats peut s'appuyer sur des méthodes statis
tiques mais la signification statistique ne doit pas être le seul 
facteur décisif pour conclure à une réponse positive. 

Si les résultats obtenus avec une substance d'essai ne répondent pas 
aux critères indiqués ci-dessus, on peut conclure que la substance en 
question n'est pas mutagène dans cet essai. 
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Bien que la plupart des essais donneront des résultats nettement 
positifs ou négatifs, dans certains cas rares l'ensemble des résultats 
d'un essai n'autorise pas une conclusion catégorique sur l'activité de 
la substance étudiée. Les résultats peuvent rester équivoques ou 
discutables indépendamment du nombre de répétitions de l'essai. 

Des résultats positifs d'un essai in vitro de mutation génique sur 
cellules de mammifère indiquent que la substance d'essai induit 
des mutations géniques dans les cellules de mammifère des cultures 
utilisées. Une relation dose-réponse positive, si elle est reproductible, 
est des plus significatives. Des résultats négatifs signifient que, dans 
les conditions de l'essai, la substance testée n'induit pas de mutation 
génique dans les cellules de mammifère des cultures utilisées. 

3. RAPPORT 

RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

Solvant/véhicule: 

� justification du choix du véhicule/solvant, 

� solubilité et stabilité de la substance d'essai dans le solvant/vé
hicule, si elles sont connues. 

Cellules: 

� type et source des cellules, 

� nombre de cultures, 

� données concernant le cycle cellulaire, 

� nombre de repiquages, le cas échéant, 

� méthodes d'entretien des cultures cellulaires, le cas échéant, 

� absence de mycoplasme, le cas échéant. 

Conditions de l'essai: 

� justification du choix des concentrations et du nombre de 
cultures, y compris des données relatives à la cytotoxicité et 
aux limites de solubilité, si elles sont disponibles, 

� composition du milieu, concentration de CO 2 , 

� concentration de la substance d'essai, 

� volume de véhicule et de substance d'essai ajouté, 

� température d'incubation, 

� temps d'incubation, 

� durée du traitement, 

� densité cellulaire pendant le traitement, 

� type et composition du système d'activation métabolique, y 
compris les critères d'acceptabilité, 

� témoins positifs et négatifs, 
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� durée de la période d'expression, 

� agents sélectifs, 

� critères pour conclure que les résultats des essais sont positifs, 
négatifs ou équivoques, 

� méthodes utilisées pour compter le nombre de cellules viables et 
de cellules mutantes, 

� définition de colonies qui sont prises en compte pour le type et 
pour la taille, y compris les critères pour les «petites» et 
«grandes» colonies. 

Résultats: 

� signes de toxicité, 

� signes de précipitation, 

� données sur le pH et l'osmolalité pendant l'exposition à la subs
tance d'essai, si elles ont été déterminées, 

� taille des colonies si elle a été déterminée pour au moins les 
témoins négatifs et positifs, 

� aptitude du laboratoire à déceler des mutants en petites colonies 
avec le système L5178Y TK +/- , le cas échéant, 

� relation dose-réponse, si possible, 

� analyses statistiques, le cas échéant, 

� données concernant les témoins négatifs (solvant ou véhicule) et 
positifs concomitants, 

� données concernant les témoins négatifs (solvant ou véhicule) et 
positifs antérieurs (étendues, moyennes, écarts-types). 

� proportion de mutants. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 

4. BIBLIOGRAPHIE 

(1) Moore, M.M., DeMarini, D. M., DeSerres, F. J. and Tindall, 
K. R. (eds.) (1987), Ranbury Report 28: Mammalian Cell 
Mutaginesis, Cold Spring Harbor Laboratory, New York. 

(2) Chu, E. H. Y. and Mailing, H. V. (1968), Mammalian Cell 
Genetics. II. Chemical Induction of Specific Locus Mutations 
in Chinese Hamster Cells in Vitro. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 
61, pp. 1306-1312. 

(3) Liber, H. L. and Thilly, W. G. (1982), Mutation Assay at the 
Thymiuine Kinase Locus in Diploid Human Lymphoblasts, 
Mutation Res., 94, pp. 467-48 5. 

(4) Moore, M. M., Harington-Brock. K., Doerr, C. L. and Dear
field, K. L. (1989), Differential Mutant Quantitation at the 
Mouse Lymphoma TK and CHO HGPRT Loci, Mutagenesis. 
4, pp. 394-403. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 363



 

(5) Aaron, C. S. and Stankowski, Jr. L. F. (1989), Comparison of 
the AS52/XPRT and the CHO/HPRT Assays: Evaluation of 
Six Drug Candidates, Mutation Res, 223, pp. 121-128. 

(6) Aaron, C. S., Bolcsfoldi, G., Glatt, H. R., Moore, M., Nishi, 
Y., Stankowski, Jr. L. F., Theiss, J. and Thompson, E. (1994), 
Mammalian Cell Gene Mutation Assays Working Group 
Report. Report of the International Workshop on Standardisa
tion of Genotoxicity Test Procedures. Mutation Res, 312, 
pp. 235-239. 

(7) Scott, D., Galloway, S. M., Marshall, R. R., lshidate, M., 
Brusick, D., Ashby, J. and Myhr, B. C. (1991), Gcnotoxicity 
Under Extreme Culture Conditions. A report from ICPEMC 
Task Group 9, Mutation Res, 257, pp. 147-204. 

(8) Clive, D., McCuen, R., Spector, J. F. S., Piper, C. and 
Mavournin, K. H. (1983), Specific Gene Mutations in 
L5178Y Cells in Culture. A Report of the U. S. Environmental 
Protection Agency Gene-Tox Program, Mutation Res, US, 
pp. 225-251. 

(9) Li, A. P., Gupta, R. S., Heflich, R. H. and Wasson. J. S. 
(1988), A Review and Analysis of the Chinese Hamster Ovary/ 
Hvpoxanthine Guanine Phosphoribosyl Transferase System to 
Determine the Mutagenicity of Chemical Agents: A Report of 
Phase III of the U. S. Environment Protection Agency Gene- 
Tox Program. Mutation Res, 196, pp. 17-36. 

(10) Li, A. P., Carver. J. H., Choy, W. N., Hsie, A. W., Gupta, R. 
S., Loveday, K. S., O'Neill, J. P., Riddle, J. C, Stankowski, L. 
F. Jr. and Yang, L. L. (1987), A Guide for the Performance of 
the Chinese Hamster Ovary Cell/Hypoxanthine-Cuanine Phos
phoribosyl Transferase Gene Mutation Assay, Mutation Res, 
189, pp. 135-141. 

(11) Liber, H. L, Yandell, D. W. and Little, J. B. (1989), A Compa
rison of Mutation Induction at the TK and HPRT Loci in 
Human Lymphoblastoid Cells: Quantitative Differences are 
Due to an Additional Class of Mutations at the Autosomal 
TK Locus, Mutation Res, 216, pp. 9-17. 

(12) Stankowski, L. F. Jr., Tindall, K. R. and Hsie, A. W. (1986), 
Quantitative and Molecular Analyses of Ethyl Methanosulpho
nate � and ICR 191-Induced Molecular Analyses of Ethyl 
Methanosulphonate � and ICR 191-Induced Mutation in AS 
52 Cells, Munition Res, 160, pp. 133-147. 

(13) Turner, N. T., Batson, A. G. and Clive, D. (1984), Procedures 
for the L5178Y/TK-/- � TK -/- Mouse Lymphoma Cell Muta
genicity Assay, in: Kilbey, B. J. et al (eds.) Handbook of 
Mutagenicity Test Procedures, Elsevier Science Publishers, 
New York, pp. 239-268. 

(14) Arlett, C. F., Smith, D. M., Clarke, G. M., Green, M. H. L, 
Cole, J., McGregor, D. B. and Asquith, J. C. (1989), Mamma
lian Cell Gene Mutation Assays Based upon Colony Forma
tion, in: Statistical Evaluation of Mutagenicity Test Data, 
Kirkland D. J., ed., Cambridge University Press, pp. 66-101. 

(15) Abbondandolo, A., Bonatti, S., Corti, G., Fiorio, R., Loprieno, 
N. and Mazzaccaro, A. (1977), Induction of 6-Thioguanine- 
Resistant Mutants in V79 Chinese Hamster Cells by Mouse- 
Liver Microsome-Activated Dimethylnitrosamine, Mutation 
Res, 46, pp. 365-373. 

(16) Ames, B. N., McCann, J. and Yamasaki, E. (1975), Methods 
for Detecting Carcinogens and Mutagens with the Salmonella/ 
Mammalian-Microsome Mutagenicity Test, Mutation Res, 31, 
pp. 347-364. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 364



 

(17) Clive, D., Johnson, K. O., Spector, J. F. S., Batson, A. G. and 
Brown M. M. M. (1979), Validation and Characterisation of 
the L5178Y/ -/- Mouse Lymphoma Mutagen Assay System, 
Mutation Res, 59, pp. 61-108. 

(18) Maron, D. M. and Ames, B. N. (1983), Revised Methods for 
the Salmonella Mutagenicity Test, Mutation Res, 113, 
pp. 173-215. 

(19) Elliott, B. M., Combes, R. D., Elcomc, C. R., Gatehouse, D. 
G., Gibson, G. G., Mackay, J. M. and Wolf, R. C. (1992), 
Alternatives to Aroclor 1254-lnduced S9 in In Vitro Genotoxi
city Assays, Mutagenesis. 7, pp. 175-177. 

(20) Matsushima, T., Sawamura, M., Hara, K. and Sugimura, T. 
(1976), A Safe Substitute for Polychlorinatcd Biphenyls as 
an Inducer of Metabolic Activation Systems, in In Vitro Meta
bolic Activation in Mutagenesis Testing, de Serres. F. J.. 
Fonts, I. R.. Bend, J. R. and Philpot. R. M. (eds.) Elsevier, 
North-Holland, pp. 85-88. 

(21) Krahn, D. F., Barsky. F. C. and McCooey, K. T. (1982), 
CHO/HGPRT Mutation Assay: Evaluation of Gases and Vola
tile Liquids, In: Tice, R. R., Costa, D. L., Schaich, K. M. 
(eds.), Genoloxic Effects of Airborne Agents, New York, 
Plenum, pp. 91-103. 

(22) Zamora, P. O., Benson, J. M., Li, A. P. and Brooks, A. L. 
(1983), Evaluation of an Exposure System Using Cells Grown 
on Collagen Gels for Detecting Highly Volatile Mutagens in 
the CHO/HGPRT Mutation Assay, Environmental Mutagene
sis. 5, pp. 795-801. 

(23) Applegate, M. L., Moore, M. M., Broder, C. B., Burreli, A. 
and Hozier, J. C. (1990), Molecular Dissection of Mutations at 
the Heterozygous Thymidine Kinase Locus in Mouse 
Lymphoma Cells, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87, pp. 51- 55. 

(24) Moore. M. M., Clive, D., Hozier, J. C. Howard, B. E., 
Batson, A. G., Turner, N. T. and Sawyer, J. (1985), Analysis 
of Trifluorothymidine-Resistant (TFT 1 ) and Mutants of 
L5178Y/TK +/- Mouse Lymphoma Cells, Mutation Res., 
151, pp. 161-174. 

(25) Yandell, D. W., Dryja, T. P. and Little, J. B. (1990), Molecular 
Genetic Analysis of Recessive Mutations at a Heterozygous 
Autosomal Locus in Human Cells, Mutation Res., 229, 
pp. 89-102. 

(26) Moore, M. M. and Doerr, C. L. (1990), Comparison of Chro
mosome Aberration Frequency and Small- Colony TK-Defi
cient Mutant Frequency in L5178Y/TK +/- � 3.7.2C Mouse 
Lymphoma Cells, Mutagenesis 5, pp. 609-614. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 365



 

B.21. TESTS DE TRANSFORMATION SUR CELLULES DE 
MAMMIFÈRE IN VITRO 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Voir introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Voir introduction générale, partie B. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Néant. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Des systèmes de culture de cellules de mammifère peuvent être 
utilisés pour déceler des modifications phénotypiques in vitro 
induites par des substances chimiques associées à une transformation 
maligne in vivo. Parmi les cellules les plus fréquemment utilisées 
figurent C3H10T' 1 / 2 , 3T3, SHE, rat Fisher; les tests sont fondés sur 
des modifications de la morphologie cellulaire, la formation des 
foyers ou des modifications liées à la croissance ou non dans un 
agar semi-solide. Il existe des systèmes moins fréquemment utilisés 
qui décèlent d'autres modifications physiologiques ou morpholo
giques dans les cellules a l'issue d'une exposition à des cancérogènes 
chimiques. Aucun des critères analysés dans ces tests in vitro n'a de 
relation mécanistique établie avec le cancer. Certains systèmes de 
tests sont capables de déceler des promoteurs de tumeur. On peut 
déterminer la cytotoxicité en mesurant l'effet de la substance d'essai 
sur les aptitudes à former une colonie (efficacité de clonage) ou sur 
les taux de croissance des cultures. La mesure de la cytotoxicité a 
pour but de déterminer si l'exposition à la substance d'essai a été 
toxicologiquement significative mais ne peut servir à calculer la 
fréquence des transformations dans toutes les épreuves, étant donné 
que certaines de celles-ci peuvent nécessiter une incubation 
prolongée et/ou un réensemencement. 

1.5. CRITÈRE QUALITATIF 

Néant. 

1.6. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Préparations 

C e l l u l e s 

Suivant l'épreuve de transformation effectuée, diverses lignées cellu
laires ou cellules primaires peuvent être utilisées. L'investigateur 
veillera à ce que les cellules utilisées pour l'épreuve présentent la 
modification phénotypique adéquate après exposition à des cancéro
gènes connus et à ce que la preuve de la validité et de la fiabilité de 
l'essai effectué dans le laboratoire de l'investigateur soient étayées 
par des documents. 

M i l i e u 

On utilisera des milieux et des conditions d'essai convenant à la 
méthode de transformation utilisée. 
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S u b s t a n c e d ' e s s a i 

Les substances d'essai peuvent être soit préparées dans des milieux 
de culture, soit dissoutes ou mises en suspension dans des véhicules 
appropriés avant le traitement des cellules. La concentration finale du 
véhicule dans le milieu de culture n'affectera ni la viabilité des 
cellules, ni le taux de croissance, ni l'incidence de transformation. 

A c t i v a t i o n m é t a b o l i q u e 

Les cellules sont exposées à la substance d'essai en présence et en 
l'absence d'un système approprié d'activation métabolique de 
mammifère. Si l'on utilise des types de cellules ayant une activité 
métabolique intrinsèque, la nature de l'activité sera reconnue comme 
appropriée à la classe chimique testée. 

Conditions d'essai 

U t i l i s a t i o n d e t é m o i n s p o s i t i f s e t n é g a t i f s 

Des témoins positifs utilisant une substance à action directe et une 
substance nécessitant une activation métabolique seront inclus dans 
chaque expérience: un témoin négatif (véhicule) sera également 
utilisé. 

Les substances ci-après peuvent, par exemple, être utilisées comme 
témoins positifs: 

� substances chimiques à action directe: 

� méthanesulfonate d'éthyle, 

� -propiolactone, 

� substances nécessitant une activation métabolique: 

� 2-acétylaminofluorène, 

� 4-diméthylaminoazobenzène, 

� 7,12-diméthylbenzo(a)anthracène. 

Si cela se justifie, un témoin positif supplémentaire appartenant à la 
même classe chimique que la substance testée devrait être inclus. 

C o n c e n t r a t i o n s d ' e x p o s i t i o n 

Plusieurs concentrations de la substance d'essai devraient être utili
sées. Ces concentrations devraient produire un effet toxique en 
rapport avec la concentration, la concentration maximale produira 
un faible taux de survie, la concentration minimale un taux de 
survie voisin de celui observé pour le témoin négatif. Les substances 
relativement insolubles dans l'eau seront testées jusqu'à leur limite de 
solubilité par des méthodes appropriées. Dans le cas de substances 
non toxiques très solubles dans l'eau, la concentration maximale 
devrait être déterminée cas par cas. 
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Conduite de l'essai 

Les cellules sont exposées pendant un laps de temps adéquat dépen
dant du système cellulaire utilisé, et ceci peut impliquer un nouveau 
traitement assorti d'un changement de milieu (et si nécessaire, un 
nouveau mélange d'activation métabolique) si l'exposition est prolon
gée. Les cellules n'ayant pas une activité métabolique intrinsèque 
suffisante devraient être exposées à la substance d'essai en présence 
et en l'absence d'un système d'activation métabolique approprié. À 
l'issue de la période d'exposition, les cellules sont lavées de manière 
à éliminer la substance testée et mises en culture dans des conditions 
permettant l'apparition du phénotype transformé étudié et l'incidence 
de cette transformation est déterminée. Tous les résultats sont 
confirmés au cours d'une expérience indépendante. 

2. RÉSULTATS 

Les résultats devraient être présentés sous la forme de tableaux et 
peuvent être combinés différemment suivant la méthode utilisée, par 
exemple comptage par boîte, boîtes positives ou nombre de cellules 
transformées. Le cas échéant, le taux de survie sera exprimé en 
pourcentage des taux témoins; la fréquence de transformation corres
pondra au nombre de cellules transformées par nombre de 
survivantes. Les résultats devraient être évalués par des méthodes 
statistiques appropriées. 

3. RAPPORT 

3.1. PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra si possible les renseignements 
suivants: 

� type de cellule utilisée, nombre de cultures cellulaires, méthodes 
d'entretien des cultures cellulaires, 

� conditions d'essai: concentration de la substance d'essai, véhicule 
utilisé, temps d'incubation, durée et fréquence du traitement, 
densité cellulaire durant le traitement, type de système d'activa
tion métabolique exogène utilisé, témoins positifs et négatifs, 
spécification du phénotype étudié, système sélectif utilisé (le 
cas échéant), justification du choix des doses, 

� méthode utilisée pouf compter les cellules viables et transfor
mées, 

� évaluation statistique, 

� discussion des résultats, 

� interprétation des résultats. 

3.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

Voir introduction générale, partie B. 

4. RÉFÉRENCES 

Voir introduction générale, partie B. 
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B.22. TEST DE LÉTALITÉ DOMINANTE CHEZ LE RONGEUR 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Voir introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Voir introduction générale, partie B. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Néant. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La létalité dominante provoque la mort de l'embryon ou du f#tus. 
L'induction de létalité dominante par exposition à une substance 
chimique indique que la substance a altéré le tissu germinal de 
l'espèce étudiée. Il est généralement admis que la létalité dominante 
est imputable à une lésion chromosomique (anomalies structurelles et 
numériques). Si les animaux traités sont des femelles, la mort de 
l'embryon peut également être due à des effets toxiques. 

En général, les mâles sont exposés à la substance d'essai et accouplés 
avec des femelles vierges non traitées. Les différents stades des 
cellules germinales peuvent être testés séparément grâce à l'utilisation 
de périodes d'accouplement séquentielles. L'accroissement du nombre 
d'implants morts par femelle dans le groupe traité par rapport au 
nombre d'implants morts par femelle dans le groupe témoin reflète 
les pertes après implantation. Les pertes avant implantation peuvent 
être estimées par comptage des corps jaunes ou en comparant le 
nombre total d'implants par femelle dans le groupe traité et dans le 
groupe témoin. L'effet total de létalité dominante est égal à la somme 
des pertes avant et après implantation. Le calcul de l'effet total de la 
létalité dominante est basé sur la comparaison entre le nombre d'im
plants vivants par femelle dans le groupe testé et celui enregistré 
pour le groupe témoin. Une réduction du nombre des implants à 
certaines périodes peut être due à la destruction de cellules (c'est- 
à-dire de spermatocytes et/ou de spermatogonies). 

1.5. CRITÈRE QUALITATIF 

Néant. 

1.6. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Préparations 

Lorsque c'est possible, les substances d'essai sont dissoutes ou mises 
en suspension dans une solution saline isotonique. Les substances 
chimiques insolubles dans l'eau peuvent être dissoutes ou mises en 
suspension dans des véhicules appropriés. Le véhicule utilisé ne 
devrait pas interférer avec la substance d'essai et ne devrait pas 
produire d'effets toxiques. Des préparations fraîchement réalisées 
de la substance d'essai sont utilisées. 
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Conditions d'essai 

V o i e d ' a d m i n i s t r a t i o n 

La substance d'essai ne devrait être généralement administrée qu'une 
seule fois. En fonction des informations toxicologiques disponibles, 
un programme de traitement répété peut être utilisé. Les voies d'ad
ministration habituelles sont l'intubation orale ou l'injection intrapé
ritonéale. D'autres voies d'administration peuvent être appropriées. 

A n i m a u x d ' e x p é r i e n c e 

Il est recommandé d'utiliser des rats ou des souris. De jeunes 
animaux ayant atteint leur pleine maturité sexuelle sont répartis au 
hasard entre les groupes traités et témoins. 

N o m b r e e t s e x e 

Un nombre adéquat de mâles traités est utilisé compte tenu de la 
variabilité spontanée du caractère biologique étudié. Le nombre 
retenu devrait être fondé sur la sensibilité de détection et le degré 
de signification qui ont été prédéterminés. Par exemple, dans une 
expérience type, le nombre de mâles retenus pour chaque groupe de 
dose devrait être suffisant pour obtenir environ 30 à 50 femelles 
gravides par période d'accouplement. 

U t i l i s a t i o n d e t é m o i n s n é g a t i f s e t p o s i t i f s 

Généralement des témoins positifs et négatifs (véhicule) seront inclus 
simultanément dans chaque expérience. Si des expériences récentes 
effectuées dans le même laboratoire ont donné des résultats accepta
bles pour des témoins positifs, ces résultats peuvent être utilisés à la 
place d'un témoin positif simultané. En ce qui concerne les subs
tances témoins positives, on utilisera une dose faible appropriée (par 
exemple MMS, i.p., 10 mg/kg), afin de démontrer la sensibilité du 
test. 

D o s e s 

Normalement trois niveaux de dose sont utilisés. La dose élevée 
produira des signes de toxicité ou réduira la fécondité des animaux 
traités. Dans certains cas, un seul niveau de dose élevé peut suffire. 

É p r e u v e l i m i t e 

Les substances non toxiques sont testées à raison de 5 g/kg en cas 
d'administration unique et de 1 g/kg/jour en cas d'administration 
multiple. 

Conduite de l'essai 

Plusieurs schémas de traitement sont possibles. La méthode la plus 
fréquente est celle de l'administration unique. D'autres schémas de 
traitement peuvent être utilisés. 

Chaque mâle est accouplé séquentiellement à 1 ou 2 femelles vierges 
non traitées à des intervalles de temps appropriés après le traitement. 
Les femelles devraient être laissées avec les mâles pendant au moins 
un cycle #stral complet ou jusqu'à ce que l'accouplement soit 
constaté par la présence de sperme dans le vagin ou la présence 
d'un bouchon vaginal. 
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Le nombre d'accouplements après traitement est déterminé par le 
programme de traitement et sera tel que tous les stades des cellules 
germinates traitées soient impliqués. 

Les femelles sont sacrifiées durant la seconde moitié de leur gesta
tion et le contenu de leur utérus est examiné, afin de déterminer le 
nombre d'implants vivants et morts. Les ovaires peuvent être 
examinés afin de déterminer le nombre de corps jaunes. 

2. RÉSULTATS 

Les résultats devraient être présentés sous la forme de tableaux indi
quant le nombre de mâles, le nombre de femelles gravides ainsi que 
le nombre de femelles non gravides. Les résultats de chaque accou
plement, y compris l'identité de chaque mâle et de chaque femelle, 
sont présentés séparément. Pour chaque femelle, la semaine d'accou
plement et la dose reçue par les mâles ainsi que les fréquences 
d'implants vivants et morts sont rapportés. 

Le calcul de l'effet total de la létalité dominante est basé sur une 
comparaison du nombre d'implants vivants par femelle dans le 
groupe testé avec le nombre d'implants vivants par femelle dans le 
groupe témoin. Le rapport entre implants vivants et implants morts 
dans le groupe traité comparé avec le rapport correspondant dans le 
groupe témoin est analysé en vue d'indiquer la perte après implan
tation. 

Si les résultats sont enregistrés sous la forme de mortalité précoce et 
de mortalité tardive, les tableaux devraient faire clairement ressortir 
cette différence. Si la perte avant implantation est évaluée, il y a lieu 
d'en présenter les résultats. Cette perte peut être exprimée par la 
différence entre le nombre de corps jaunes et le nombre d'implants 
ou par la réduction du nombre moyen d'implants par femelle par 
rapport aux accouplements témoins. 

Les résultats sont évalués par des méthodes statistiques appropriées. 

3. RAPPORT 

3.1. PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra si possible les renseignements 
suivants: 

� espèces, souche, âge et poids des animaux utilisés, nombre d'ani
maux de chaque sexe dans les groupes traités et témoins, 

� substance d'essai, véhicule, niveaux de dose testés et justification 
du choix des doses, témoins négatifs et positifs, données relatives 
à la toxicité, 

� voie et programme de traitement, 

� programme d'accouplement, 

� méthode utilisée pour constater l'accouplement, 

� moment du sacrifice, 

� critères de comptage des effets de la létalité dominante, 

� relation dose-réponse, si possible, 
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� évaluation statistique, 

� discussion des résultats, 

� interprétation des résultats. 

3.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

Voir introduction générale, partie B. 

4. RÉFÉRENCES 

Voir introduction générale, partie B. 
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B.23. ESSAI D'ABERRATION CHROMOSOMIQUE SUR 
SPERMATOGONIES DE MAMMIFÈRE 

1. MÉTHODE 

Cette méthode est une adaptation de la ligne directrice OCDE TG 
483, Essai d'aberration chromosomique sur des spermatogonies de 
mammifères (1997). 

1.1. INTRODUCTION 

L'essai in vivo d'aberration chromosomique sur spermatogonies de 
mammifère est destiné à détecter les substances qui causent des 
aberrations de structure dans les spermatogonies de mammifère (1, 
2, 3, 4, 5). Les aberrations de structure peuvent être de deux types: 
chromosomiques ou chromatidiennes. La majorité des mutagènes 
chimiques induisent des mutations chromatidiennes, mais des aber
rations chromosomiques se produisent également. Cet essai n'est pas 
conçu pour évaluer les aberrations de nombre et n'est pas utilisé 
systématiquement dans ce but. Les mutations chromosomiques et 
les événements liés sont à l'origine de nombreuses maladies géné
tiques humaines. 

Cet essai évalue des atteintes chromosomiques qui surviennent dans 
tes spermatogonies et devrait par conséquent permettre de prévoir 
l'introduction de mutations transmissibles à la descendance dans les 
cellules germinales. 

Pour cet essai, on utilise généralement des rongeurs. Cet essai cyto
génétique in vivo détecte des aberrations chromosomiques dans les 
spermatogonies en mitose. D'autres cellules cibles ne font pas l'objet 
de cette méthode. 

Afin de détecter des aberrations chromatidiennes dans les spermato
gonies, il faut examiner la première division cellulaire mitotique 
après le traitement, avant que ces aberrations ne disparaissent lors 
des divisions cellulaires ultérieures. L'analyse de chromosomes méio
tiques peut fournir des informations complémentaires utiles; elle est 
destinée à mettre en évidence des aberrations de type chromoso
mique aux stades de la diacinèse-métaphase I, lorsque les cellules 
traitées se transforment en spermatocytes. 

Cet essai in vivo est conçu pour vérifier si les mutagènes actifs sur 
les cellules somatiques le sont également sur les cellules germinales. 
L'essai sur spermatogonies se prête particulièrement bien à l'évalua
tion du risque mutagène, puisqu'il permet de tenir compte de facteurs 
de métabolisme in vivo, de pharmacocinétique et de processus de 
réparation de l'ADN. 

Les testicules contiennent plusieurs générations de spermatogonies 
présentant des sensibilités diverses au traitement chimique. De ce 
fait, les aberrations détectées représentent une réponse globale des 
populations de spermatogonies traitées, dans lesquelles les cellules 
différenciées, plus nombreuses, prédominent. En fonction de leur 
position dans le testicule, les différentes générations de spermatogo
nies sont ou non exposées aux substances présentes dans la circula
tion générale en raison de la barrière physique et physiologique des 
cellules de Sertoli et de la barrière sang-testicule. 

L'utilisation de cet essai ne convient pas s'il est manifeste que 
la substance d'essai ou un métabolite réactif n'atteindra pas le 
tissu cible. 

Voir aussi l'introduction générale de la partie B. 
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1.2. DÉFINITIONS 

Aberration de type chromatidien: lésion chromosomique de struc
ture se traduisant par une cassure d'une seule chromatide ou par une 
cassure et une réunion entre chromatides. 

Aberration de type chromosomique: lésion chromosomique de 
structure se traduisant par une cassure, ou par une cassure et une 
réunion, des deux chromatides sur le même site. 

Lacune: une lésion achromatique inférieure à la largeur d'une chro
matide, avec un défaut d'alignement minimal des chromatides. 

Aberration de nombre: une modification du nombre de chromo
somes par rapport au nombre normal caractéristique des cellules 
employées. 

Polyploïdie: état multiple du nombre de chromosomes haploïdes (n), 
autre que la diploïdie (c'est-à-dire 3n, 4n, etc.) 

Aberration de structure: modification de la structure des chromo
somes, détectable par un examen au microscope au stade de la 
métaphase et se présentant sous la forme de délétions, de cassures, 
de modifications intrachromosomiques ou interchromosomiques. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Les animaux sont exposés à la substance d'essai par une voie d'ex
position appropriée et sont sacrifiés à des moments appropriés après 
le traitement. Avant le sacrifice, les animaux sont traités avec une 
substance qui bloque les cellules en métaphase (par exemple la 
colchicine ou Colcemid®). Ensuite, les préparations chromosomiques 
réalisées à partir des cellules germinales sont colorées et les cellules 
en métaphase sont examinées pour mettre en évidence les aberrations 
chromosomiques. 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Préparations 

1.4.1.1. Sélection des espèces animales 

On utilise communément des hamsters chinois et des souris. Des 
mâles d'autres espèces de mammifères appropriées peuvent cepen
dant être employés. Il convient d'utiliser des animaux adultes jeunes 
et sains, issus de souches de laboratoire courantes. Au début de 
l'étude, la variation pondérale des animaux doit être minimale et 
ne doit pas excéder ± 20 % du poids moyen. 

1.4.1.2. Conditions d'encagement et régime alimentaire 

Les conditions générales décrites dans l'introduction générale de la 
partie B sont appliquées mais le taux d'humidité devrait se situer aux 
environs de 50-60 %. 

1.4.1.3. Préparation des animaux 

De jeunes mâles sains sont répartis par randomisation entre les 
groupes témoins et les groupes traités. Les cages doivent être dispo
sées de telle manière qu'il n'y ait pas d'effet dû à leur emplacement. 
Les animaux sont identifiés individuellement. Ils sont acclimatés aux 
conditions du laboratoire pendant au moins cinq jours. 
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1.4.1.4. Préparation des doses 

Les substances d'essai solides sont dissoutes ou mises en suspension 
dans un véhicule ou un solvant approprié, puis éventuellement 
diluées avant l'administration aux animaux. Les substances d'essai 
liquides peuvent être administrées directement ou après dilution. Il 
convient d'utiliser des préparations fraîches, sauf si l'on dispose de 
données qui démontrent la stabilité des préparations dans les condi
tions du stockage. 

1.4.2. Conditions expérimentales 

1.4.2.1. Solvant/véhicule 

Le solvant/véhicule choisi ne doit pas avoir d'effet toxique aux doses 
utilisées ni présenter de réaction chimique avec la substance d'essai. 
Le recours à des solvants/véhicules inhabituels doit être justifié par 
des données sur leur compatibilité. On préconise d'envisager d'abord 
l'utilisation d'un véhicule/solvant aqueux, chaque fois que cela et 
possible. 

1.4.2.2. Témoins 

Des témoins positifs et négatifs (solvant ou véhicule) doivent accom
pagner chaque essai. Les animaux des groupes témoins doivent être 
manipulés exactement comme ceux des groupes traités, mise à part 
l'administration de la substance d'essai. 

Les témoins positifs doivent produire des aberrations chromoso
miques de structure in vivo dans les spermatogonies lorsqu'ils sont 
administrés à des niveaux d'exposition supposés produire un accrois
sement détectable par rapport au bruit de fond. 

Les doses de témoin positif doivent être choisies afin que les effets 
soient nets mais que l'identité des lames codées ne soit pas révélée 
immédiatement à l'examinateur. Le témoin positif peut être admi
nistré par une voie différente de celle utilisée pour la substance 
d'essai et un seul prélèvement d'échantillon peut suffire. L'emploi 
de témoins positifs appartenant à la même classe chimique peut 
être envisagé, s'ils sont disponibles. Les substances indiquées dans 
le tableau ci-dessous sont des exemples de témoins positifs. 

Substance N o CAS N o Einecs 

Cyclophosphamide 

Monohydrate de cyclophosphamide 

50-18-0 

6055-19-2 

200-015-4 

Cyclohexylamine 108-91-8 203-629-0 

Mitomycine C 50-07-7 200-008-6 

Acrylamide monomère 79-06-1 201-173-7 

Triéthylènemélamine 51-18-3 200-083-5 

Lors de chaque prélèvement, il faut inclure un lot d'animaux témoins 
négatifs traités seulement avec le solvant ou le véhicule et par 
ailleurs manipulés de la même façon que les groupes traités. Ceci 
peut être évité si l'on dispose de données acceptables sur la variabi
lité interindividuelle et la fréquence spontanée de cellules comportant 
des aberrations chromosomiques provenant de témoins historiques. 
En outre, des témoins non traités doivent aussi être inclus, à moins 
que des données historiques ne démontrent que le solvant/véhicule 
choisi n'induit aucun effet délétère ou mutagène. 
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1.5. MODE OPÉRATOIRE 

1.5.1. Nombre d'animaux 

Chaque groupe traité et groupe témoin doit comporter au moins cinq 
mâles analysables. 

1.5.2. Modalités de traitement 

La substance d'essai est de préférence administrée en une seule fois 
ou en deux fois (c'est-à-dire en un seul ou deux traitements). Elle 
peut aussi être administrée en doses fractionnées (deux doses le 
même jour avec un intervalle de quelques heures au maximum) 
afin que l'administration d'un grand volume soit plus aisée. D'autres 
modalités de traitement doivent être scientifiquement justifiées. 

Dans le groupe qui reçoit la dose la plus forte, deux prélèvements 
d'échantillons sont effectués après le traitement. La cinétique cellu
laire pouvant être influencée par la substance d'essai, le premier et le 
deuxième prélèvement ont lieu respectivement environ 24 heures et 
48 heures après le traitement. Pour les autres doses, le prélèvement 
est effectué après 24 heures ou 1,5 cycle cellulaire après le traite
ment, à moins que l'on sache qu'il existe un autre délai de prélève
ment plus propice à la détection des effets (6). 

D'autres temps de prélèvement peuvent être employés. Par exemple, 
dans le cas de substances chimiques qui pourraient induire des 
chromosomes retardataires ou d'avoir des effets indépendants de la 
phase S, il peut être judicieux d'effectuer des prélèvements plus 
précoces (1). 

La pertinence d'un traitement répété doit être évaluée au cas par cas. 
Après un traitement répété, les animaux doivent être sacrifiés 24 
heures (1,5 cycle cellulaire) après le dernier traitement. De plus, 
d'autres temps de prélèvements peuvent être employés si nécessaire. 

Avant d'être sacrifiés, les animaux reçoivent une dose appropriée 
d'un agent bloquant la métaphase (par exemple du Colcemid® ou 
de la colchicine) par injection intrapéritonéale. Les échantillons sont 
prélevés après des délais appropriés. Ce délai est d'environ 3-5 
heures pour la souris et de 4-5 heures environ pour le hamster 
chinois. 

1.5.3. Niveaux de dose 

Si une étude préliminaire est réalisée afin d'évaluer les niveaux de 
dose requis, cette étude doit être effectuée dans le même laboratoire 
en utilisant la même espèce, la même souche, des animaux du même 
sexe et les mêmes modalités de traitement que ceux de l'étude prin
cipale (7). En cas de toxicité, on utilise trois niveaux de dose pour le 
premier prélèvement. Ces niveaux de dose doivent couvrir un 
domaine allant d'une toxicité nulle ou légère à la toxicité maximale. 
Pour les prélèvements suivants, seule la dose la plus élevée est 
utilisée. Celle-ci est définie comme la dose qui produit des signes 
de toxicité tels qu'ils font supposer que des doses plus fortes, admi
nistrées suivant la même modalité de traitement, seraient létales. 
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Les substances possédant une activité biologique spécifique à des 
doses faibles et non toxiques (comme les hormones et les mitogènes) 
peuvent faire exception aux critères d'établissement des doses et 
doivent être évaluées cas par cas. La dose la plus élevée peut 
aussi être définie comme étant celle qui produit certains indices de 
toxicité dans les spermatogonies (par exemple une diminution des 
mitoses des spermatogonies par rapport à la première et la deuxième 
métaphase méiotique; cette diminution ne devrait pas dépasser 
50 %). 

1.5.4. Test limite 

Si un essai réalisé avec au moins 2 000 mg/kg de poids corporel, en 
une seule dose ou en deux doses administrées le même jour, n'en
gendre aucun effet toxique observable et si une génotoxicité est 
improbable d'après les données relatives à des substances de struc
ture voisine, on peut considérer qu'une étude complète avec trois 
niveaux de doses n'est pas nécessaire. Suivant l'importance de l'ex
position humaine probable, on peut envisager d'utiliser des doses 
plus fortes dans le test limite. 

1.5.5. Voies d'administration 

La substance d'essai est généralement administrée par gavage à l'aide 
d'une sonde gastrique ou d'une canule d'intubation adaptée, ou par 
injection intrapéritonéale. D'autres voies d'exposition sont accepta
bles lorsqu'elles peuvent être justifiées. Le volume maximal de 
liquide administré en une fois par gavage ou par injection dépend 
de la taille de l'animal. Ce volume ne devrait pas dépasser 
2 ml/100 g de poids corporel. Une justification doit être fournie si 
des volumes plus importants sont administrés. Il convient de réduire 
au minimum la variation du volume administré en ajustant la concen
tration à tous les niveaux de doses, sauf pour les produits irritants ou 
corrosifs dont les effets sont généralement exacerbés lorsqu'on 
augmente la concentration. 

1.5.6. Préparation des chromosomes 

Des suspensions cellulaires obtenues à partir d'un ou des deux testi
cules immédiatement après le sacrifice sont exposées à une solution 
hypotonique et fixées. Les cellules sont ensuite étalées sur des lames 
et colorées. 

1.5.7. Analyse 

Au moins 100 cellules en métaphase bien étalées sont analysées par 
animal (soit un minimum de 500 métaphases par groupe d'essai). Ce 
nombre peut être réduit lorsque les aberrations observées sont 
nombreuses. Toutes les lames, y compris celles des témoins positifs 
et négatifs, doivent être codées indépendamment avant l'analyse au 
microscope. Le procédé de fixation provoquant souvent la rupture 
d'une certaine fraction des cellules en métaphase, ce qui entraîne une 
perte de chromosomes, les cellules examinées doivent contenir un 
nombre de centromères égal à 2n ± 2. 

2. RÉSULTATS 

2.1. TRAITEMENT DES RÉSULTATS 

Les résultats individuels pour chaque animal doivent être présentés 
sous forme de tableaux. L'unité expérimentale est l'animal. Le 
nombre de cellules présentant une ou plusieurs aberrations de struc
ture et le nombre d'aberrations par cellule doivent être évalués pour 
chaque animal. Les différents types d'aberrations chromosomiques de 
structure doivent être consignés avec leur nombre et leur fréquence 
pour les groupes traités et témoins. Les lacunes sont enregistrées 
séparément et rapportées mais ne sont généralement pas incluses 
dans la fréquence totale des aberrations. 
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Pour les cellules en méiose, il conviendra de prendre comme élément 
de cytotoxicité le rapport du nombre de spermatogonies en méta
phase de première mitose/nombre de spermatogonies en métaphase 
de seconde mitose. Cette analyse sera réalisée à la fois chez les 
animaux traités et les contrôles négatifs sur un échantillon de 100 
cellules en division pour chaque animal. Dans le cas où seules des 
mitoses sont observées, l'index mitotique doit être déterminé dans au 
moins 1 000 cellules de chaque animal. 

2.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Plusieurs critères permettent de déterminer si un résultat est positif, 
notamment un accroissement, dose-dépendant, du nombre relatif de 
cellules présentant des aberrations ou une augmentation nette du 
nombre de cellules présentant des aberrations dans un seul groupe 
traité à un seul moment de prélèvement. En premier lieu, il s'agit de 
prendre en considération la pertinence biologique des résultats. 
L'évaluation des résultats peut s'appuyer sur des méthodes statis
tiques (8) mais la signification statistique ne doit pas être le seul 
facteur décisif pour conclure à une réponse positive. Les résultats 
équivoques doivent être clarifiés par des essais supplémentaires 
réalisés de préférence dans des conditions expérimentales modifiées. 

Si les résultats obtenus avec une substance d'essai ne répondent pas 
aux critères indiqués ci-dessus, on peut conclure que la substance en 
question n'est pas mutagène dans cet essai. 

Bien que la plupart des essais donneront des résultats nettement 
positifs ou négatifs, dans certains cas rares l'ensemble des résultats 
d'un essai n'autorise pas un jugement catégorique sur l'activité de la 
substance étudiée. Les résultats peuvent rester équivoques ou discu
tables indépendamment du nombre de répétitions de l'essai. 

Des résultats positifs obtenus dans cet essai in vivo d'aberration 
chromosomique sur spermatogonies indiquent que la substance 
induit des aberrations chromosomiques dans les cellules germinales 
de l'espèce testée. Des résultats négatifs signifient que, dans les 
conditions de l'essai, la substance testée n'induit pas d'aberrations 
chromosomiques dans les cellules germinales de l'espèce testée. 

Le fait que la substance d'essai ou ses métabolites n'atteignent pas le 
tissu cible devrait être discuté. 

3. RAPPORT 

RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

Solvant/véhicule: 

� justification du choix du véhicule, 

� solubilité et stabilité de la substance d'essai dans le solvant/vé
hicule, si elles sont connues. 

Animaux d'expérience: 

� espèce/souche utilisée, 

� nombre et âge des animaux, 

� source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids individuels des animaux au début de l'essai, y compris 
l'intervalle des poids, la moyenne et l'écart-type dans chaque 
groupe. 
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Conditions expérimentales: 

� résultats de l'étude de détermination des doses utiles, si elle a été 
réalisée, 

� justification du choix des doses employées, 

� justification du choix de la voie d'administration, 

� détails concernant la préparation de la substance d'essai, 

� détails concernant l'administration de la substance d'essai, 

� justification du choix des moments de sacrifice, 

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

� détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau, 

� description détaillée des modalités de traitement et de prélève
ment, 

� méthodes de mesure de la toxicité, 

� nature et concentration de l'inhibiteur du fuseau mitotique et 
durée du traitement, 

� méthodes de préparation des lames, 

� critères de dénombrement des aberrations, 

� nombre de cellules analysées par animal, 

� critères de décision concernant les résultats positifs, négatifs et 
équivoques. 

Résultats: 

� signes de toxicité, 

� index mitotique, 

� taux de mitoses des spermatogonies par rapport à la première et 
la deuxième métaphase méiotique, 

� type et nombre d'aberrations, séparément pour chaque animal, 

� nombre total d'aberrations par groupe, 

� nombre de cellules présentant des aberrations par groupe, 

� relation dose-réponse, si possible, 

� analyses statistiques, le cas échéant, 

� données sur les témoins négatifs concomitants, 

� données sur les témoins négatifs antérieurs (étendues, moyennes 
et écarts-types), 

� données sur les témoins positifs concomitants, 

� changements de la ploïdie, le cas échéant. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 
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B.25. TRANSLOCATION HÉRÉDITAIRE CHEZ LA SOURIS 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Voir introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITION 

Voir introduction générale, partie B. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Néant. 

1.4. PRINCIPES DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

L'épreuve de translocation héréditaire chez la souris décèle des chan
gements chromosomiques structurels et numériques dans les cellules 
germinales de mammifères tels qu'ils sont mis en évidence dans la 
descendance de première génération. Les types de changements chro
mosomiques détectés sont des translocations réciproques et, si la 
descendance femelle est incluse, la perte du chromosome X. Les 
porteurs de translocations et les femelles XO présentent une fertilité 
réduite permettant la sélection d'une descendance F 1 en vue d'une 
analyse cytogénétique. Une stérilité totale est due à certains types de 
translocations (autosome X et type c-t). Les translocations sont 
observées cytogénétiquement dans les cellules méiotiques en diaci
nèse-métaphase I des individus mâles, qu'il s'agisse de mâles F, ou 
de fils de femelles F 1 . Les femelles XO sont identifiées cytogénéti
quement par la présence de 39 chromosomes seulement dans des 
mitoses de la moelle osseuse. 

1.5. CRITÈRE QUALITATIF 

Néant. 

1.6. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Préparations 

Les substances d'essai sont dissoutes dans une solution saline isoto
nique. Si elles sont insolubles dans l'eau, elles sont dissoutes ou 
mises en suspension dans des véhicules appropriés. On utilise des 
solutions fraîchement préparées de la substance d'essai. Si un véhi
cule est utilisé pour faciliter le traitement, il ne doit pas interférer 
avec la substance d'essai et ne pas produire d'effets toxiques. 

V o i e d ' a d m i n i s t r a t i o n 

Les voies d'administration sont habituellement l'intubation orale ou 
l'injection intrapéritonéale. D'autres voies d'administration peuvent 
être appropriées. 

A n i m a u x d ' e x p é r i e n c e 

Pour faciliter l'élevage et la vérification cytologique, ces expériences 
sont effectuées avec des souris. Aucune souche spécifique de souris 
n'est requise. Toutefois, la taille moyenne d'une portée de la souche 
utilisée devra être supérieure à 8 et être relativement constante. 

Des animaux sains ayant atteint leur maturité sexuelle seront utilisés. 
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N o m b r e d ' a n i m a u x 

Le nombre d'animaux nécessaires dépend de la fréquence de trans
locations spontanées ainsi que du taux minimal d'induction requis 
pour un résultat positif. 

L'essai consiste habituellement en une analyse de la descendance 
mâle F 1 . Au moins 500 descendants mâles F 1 sont testés par 
groupe de dose. Si la descendance femelle F 1 est incluse, 
300 mâles et 300 femelles sont nécessaires. 

C o n t r ô l e s 

Des résultats de contrôles adéquats provenant d'épreuves réalisées 
simultanément et de contrôles historiques doivent exister. S'il 
existe des résultats acceptables de contrôles positifs provenant d'ex
périences récemment effectuées dans le même laboratoire, ces résul
tats peuvent être utilisés à la place de contrôles positifs simultanés. 

D o s e s 

Une dose est testée, il s'agit habituellement de la dose maximale 
associée à la production d'effets toxiques minimaux mais n'affectant 
pas le comportement reproducteur ou la survie. Pour établir une 
relation dose/réponse, deux autres doses plus faibles sont nécessaires. 
Dans le cas de substances non toxiques, on devrait avoir recours à 
une exposition à la dose maximale possible. 

Conduite de l'essai 

T r a i t e m e n t e t a c c o u p l e m e n t 

Deux programmes de traitement existent. L'administration unique de 
la substance d'essai est la méthode la plus fréquente. La substance 
d'essai peut également être administrée 7 jours sur 7 pendant 35 
jours. Le nombre d'accouplements après traitement est déterminé 
par le programme de traitement et sera tel que tous les stades des 
cellules germinales traitées soient impliqués. À l'issue de la période 
d'accouplement, les femelles sont placées dans des cages indivi
duelles. Lorsqu'elles ont mis bas, la date, la taille de la portée et 
le sexe des jeunes sont enregistrés. Toute la descendance mâle est 
sevrée et toute la descendance femelle est écartée à moins d'être 
incluse dans l'expérience. 

R e c h e r c h e d e s h é t é r o z y g o t e s d e t r a n s l o c a t i o n 

On utilise une des deux méthodes disponibles: 

� analyse de la fécondité de la descendance F 1 et vérification ulté
rieure d'éventuels porteurs de translocations par analyse cytogé
nétique, 

� analyse cytogénétique de tous les mâles F 1 sans sélection préa
lable par vérification de la fécondité. 

a) Analyse de la fécondité: 

La fécondité réduite d'un individu F 1 peut être déterminée en 
observant la taille de la portée et/ou en analysant le contenu 
utérin des partenaires femelles. 

Il y a lieu de fixer les critères de détermination de la fécondité 
normale et réduite de la souche de souris utilisée. 
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Observation de la taille de la portée: Les mâles F 1 à tester sont 
placés dans des cages individuelles avec des femelles provenant 
soit de la même expérience soit de la colonie. Les cages sont 
inspectées quotidiennement à partir du dix-huitième jour qui suit 
l'accouplement. La taille de la portée et te sexe de la descendance 
F 2 sont enregistrés au moment de la naissance et les jeunes sont 
ensuite éliminés. Si la descendance femelle F 1 est testée, les 
descendants F 2 provenant de petites portées sont conservés en 
vue d'une analyse plus approfondie. Les femelles porteuses de 
translocation font l'objet d'une vérification par analyse cytogéné
tique d'une translocation dans n'importe lequel de leurs descen
dants mâles. Les femelles XO sont identifiées par la modification 
du rapport des sexes dans leur descendance, rapport qui passe de 
1:1 à 1:2 mâles/femelles. Dans une méthode séquentielle, les 
animaux F 1 normaux ne font pas l'objet d'une autre vérification 
si la première portée F 2 atteint ou dépasse une valeur normale 
prédéterminée, sinon une deuxième ou une troisième portée F 2 
sont observées. Les animaux F 1 qui ne peuvent pas être classés 
comme normaux après observation de jusqu'à trois portées F 2 
maximum sont soit soumis à un nouveau contrôle par le biais 
d'une analyse du contenu utérin de leurs partenaires femelles soit 
directement soumis à une analyse cytogénétique. 

Analyse du contenu utérin: La réduction de la taille des portées 
chez les porteurs de translocation est due à la mort des 
embryons, de sorte qu'un grand nombre d'implants morts 
indique la présence d'une translocation chez l'animal soumis au 
test. Chaque mâle F 1 à tester est accouplé à 2 ou 3 femelles. On 
constate la conception en examinant les femelles tous les matins 
afin de déceler la présence de bouchons vaginaux. Les femelles 
sont sacrifiées 14 à 16 jours plus tard et le nombre d'implants 
vivants et morts présents dans leur utérus est enregistré. 

b) Analyse cytogénétique: 

Les préparations de testicules sont effectuées par la méthode de 
séchage à l'air. Les porteurs de translocations sont identifiés par 
la présence de configurations multivalentes en diacinèse méta
phase I dans les spermatocytes primaires. L'observation d'au 
moins 2 cellules présentant une association multivalente constitue 
la preuve nécessaire que l'animal testé est porteur d'une trans
location. 

Si aucune sélection par analyse de fécondité n'a été effectuée, 
tous les mâles F 1 sont soumis à un examen cytogénétique. Un 
minimum de 25 diacinèses métaphases I par mâle doivent être 
analysées au microscope. L'examen des métaphases mitotiques, 
des spermatogonies ou de la moelle osseuse est requise pour les 
mâles F 1 ayant de petits testicules et présentant un arrêt méio
tique avant diacinèse ou pour les femelles F 1 suspectées d'être 
XO. La présence inhabituelle d'un chromosome long et/ou court 
dans 10 cellules est la preuve d'une translocation particulière 
entraînant la stérilité du mâle (type c-t). Quelques translocations 
X autosomes provoquant la stérilité du mâle peuvent uniquement 
être identifiées par une analyse des bandes de chromosomes 
mitotiques. La présence de 39 chromosomes dans 10 mitoses 
sur 10 est la preuve d'un état XO chez une femelle. 

2. RÉSULTATS 

Les résultats sont présentés sous forme de tableaux. 

La taille moyenne des portées et le rapport entre les sexes sont 
enregistrés à la naissance et au sevrage pour chaque période d'accou
plement. 
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Lors de l'évaluation de la fécondité des animaux de F 1 , la taille 
moyenne des portées issues de tous les accouplements normaux 
ainsi que la taille individuelle des portées issues d'animaux F 1 
porteurs de translocation sont présentées. En ce qui concerne l'ana
lyse du contenu utérin, le nombre moyen d'implants vivants et morts 
issus d'accouplements normaux et le nombre d'implants vivants et 
morts pour chaque accouplement de porteurs de translocation F 1 sont 
notés. 

Lors de l'analyse cytogénétique de la diacinèse-métaphase I, le 
nombre des différents types de configurations multivalentes et le 
nombre total de cellules sont relevés pour chaque porteur de trans
location. 

Pour les individus stériles F 1 , le nombre total d'accouplements et la 
durée de la période d'accouplement sont indiqués. Le poids des 
testicules et les détails de l'analyse cytogénétique sont indiqués. 

Pour les femelles XO, on indique la taille moyenne de la portée, le 
rapport entre les sexes dans la descendance F 2 ainsi que les résultats 
de l'analyse cytogénétique. 

Si d'éventuels porteurs de translocation F 1 sont présélectionnés par 
des tests de fécondité, les tableaux mentionneront combien parmi eux 
ont été confirmés comme étant des hétérozygotes de translocation. 

Les données relatives aux témoins négatifs ainsi que les expériences 
témoins positives sont présentées. 

3. RAPPORT 

3.1. PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra si possible les renseignements 
suivants: 

� souche de souris, âge des animaux, poids des animaux traités, 

� nombre d'animaux parents de chaque sexe dans les groupes 
traités et témoins, 

� conditions d'essai, description détaillée du traitement, doses, 
solvants, programme d'accouplement, 

� nombre et sexe des jeunes par femelle, nombre et sexe des jeunes 
élevés en vue d'une analyse de translocation, 

� moment et critères de l'analyse de translocation, 

� nombre et description détaillée des porteurs de translocation, y 
compris données relatives à l'élevage et au contenu utérin, si 
possible, 

� méthodes cytogénétiques et détails de l'analyse microscopique, de 
préférence avec clichés, 

� évaluation statistique, 

� discussion des résultats, 

� interprétation des résultats. 
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3.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

Voir introduction générale, partie B. 

4. RÉFÉRENCES 

Voir introduction générale, partie B. 
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B.26. ESSAI DE TOXICITÉ SUBCHRONIQUE PAR VOIE ORALE 
TOXICITÉ ORALE À DOSES RÉPÉTÉES ! RONGEURS: 

90 JOURS 

1. MÉTHODE 

La méthode décrite pour cet essai de toxicité orale subchronique 
reprend la ligne directrice n o 408 de l'OCDE (1998). 

1.1. INTRODUCTION 

Lors de l'appréciation et de l'évaluation des caractéristiques toxiques 
d'un produit chimique, la détermination de la toxicité subchronique 
par voie orale à doses répétées peut s'effectuer après avoir obtenu des 
informations préliminaires sur la toxicité à partir d'essais de toxicité 
aigué ou à doses répétées sur 28 jours. L'étude sur 90 jours fournit 
des informations sur les dangers que peut entraîner pour la santé une 
exposition réitérée durant une période prolongée, période qui s'étend 
du sevrage jusqu'à l'état adulte. L'étude fournira des informations sur 
les principaux effets toxiques, indiquera les organes cibles et les 
possibilités d'accumulation et pourra donner une estimation de la 
dose sans effet toxique (NOAEL) qui pourra être utilisée pour sélec
tionner des doses en vue d'études chroniques et pour établir les 
critères de sécurité concernant l'exposition humaine. 

La méthode accorde davantage d'importance aux effets neurologiques 
et donne des indications relatives aux effets sur le système immuni
taire et sur la reproduction. Elle insiste également sur la nécessité 
d'observer très attentivement les animaux sur le plan clinique, en vue 
d'obtenir le plus d'informations possible. Cette étude devrait 
permettre de repérer les produits chimiques susceptibles d'avoir 
une action neurotoxique ou des effets sur le système immunitaire 
ou les organes reproducteurs, pouvant justifier des études plus appro
fondies. 

Voir également introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Dose: quantité de substance d'essai administrée. La dose est 
exprimée en poids (g, mg), en poids de substance d'essai par unité 
de poids corporel de l'animal d'expérience (par exemple, mg/kg) ou 
en concentration constante dans la nourriture (ppm). 

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

DSET: abréviation de dose sans effet toxique (NOAEL: 
No Observable Adverse Effect Level}, c'est-à-dire la dose la plus 
élevée à laquelle aucun effet nocif lié au traitement n'est observé. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE 

Différentes doses de la substance d'essai sont administrées quotidien
nement par voie orale à plusieurs groupes d'animaux de laboratoire, à 
raison d'un niveau de dose par groupe et ce pendant une période de 
90 jours. Les animaux sont observés attentivement pendant la 
période d'administration afin de déceler d'éventuels signes de toxi
cité. Les animaux qui meurent ou qui sont sacrifiés au cours de 
l'essai sont autopsiés: au terme de l'essai, les animaux suivants 
sont également sacrifiés et autopsiés. 
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1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

1.4.1. Préparation des animaux 

Il convient d'utiliser des animaux en bonne santé, ayant été accli
matés aux conditions du laboratoire pendant au moins 5 jours et qui 
n'ont pas encore été sujets d'expériences. L'espèce, la race, la source, 
le sexe, le poids et/ou l'âge des animaux d'expérience doivent être 
précisés. Les animaux seront répartis au hasard entre les groupes 
traités et les groupes témoins. Les cages doivent être placées de 
façon telle que l'influence éventuelle de leur disposition sur les 
résultats de l'étude soit réduite au minimum. Un numéro d'identifi
cation unique est attribué à chaque animal. 

1.4.2. Préparation des doses 

La substance d'essai est administrée par gavage ou dans les aliments 
ou dans l'eau de boisson. Le mode d'administration par voie orale 
dépend de l'objectif de l'étude et des propriétés physico-chimiques de 
la substance d'essai. 

S'il y a lieu, la substance d'essai est dissoute ou mise en suspension 
dans un véhicule approprié. On recommande, chaque fois que les 
circonstances le permettent, d'envisager d'abord l'utilisation d'une 
solution ou d'une suspension aqueuse, ensuite une solution ou une 
émulsion dans une huile (par exemple l'huile de maïs) et en dernier 
lieu une solution dans d'autres véhicules. La toxicité des véhicules 
autres que l'eau doit être connue. La stabilité de la substance d'essai 
dans les conditions d'administration doit être déterminée. 

1.4.3. Conditions d'essai 

1.4.3.1. Animaux d'expérience 

L'espèce préférée est le rat, bien que d'autres espèces de rongeurs, 
notamment la souris, puissent être utilisées. Il convient d'employer 
de jeunes animaux adultes, sains, issus de souches de laboratoire 
courantes. Les femelles doivent être nullipares et non gravides. L'ad
ministration doit commencer dès que possible après le sevrage et en 
aucun cas au-delà de l'âge de 9 semaines. Au début de l'étude, les 
différences de poids entre les animaux utilisés doivent être minimales 
et ne pas excéder ± 20 % de la moyenne du poids de chaque sexe. 
Lorsque l'essai est conduit à titre d'étude préliminaire à une étude de 
toxicité chronique à long terme, il faut utiliser des animaux issus de 
la même souche et de la même source dans les deux études. 

1.4.3.2. Nombre et sexe 

Au moins 20 animaux (10 femelles et 10 mâles) doivent être utilisés 
pour chaque dose. Si on a prévu de sacrifier des animaux en cours 
d'essai, il convient d'accroître ce nombre du nombre d'animaux qui 
doivent être sacrifiés en cours d'essai. En fonction des connaissances 
dont on dispose au préalable sur le produit chimique ou sur un 
produit de structure très proche, on pourra envisager d'inclure un 
groupe satellite supplémentaire de 10 animaux (5 par sexe) dans le 
groupe témoin et dans le groupe traité à la plus forte dose, afin 
d'observer, une fois la période de traitement terminée, la persistance 
ou la réversibilité de tout effet toxique. La durée de cette période 
post-traitement devrait être fixée en fonction des effets observés. 
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1.4.3.3. Niveaux de dose 

Il faut utiliser au minimum trois doses et un groupe témoin, sauf si 
un essai limite est pratiqué (voir paragraphe 1.4.3.4). Les niveaux de 
dose peuvent être établis en fonction des résultats obtenus lors 
d'études à doses répétées ou d'études préliminaires et doivent tenir 
compte de toutes les données toxicologiques et toxicocinétiques 
disponibles sur la substance d'essai ou de substances apparentées. 
Sauf contraintes dues aux propriétés physico-chimiques de la subs
tance ou à ses effets biologiques, la dose la plus élevée doit être 
choisie en vue de provoquer un effet toxique, mais ni la mort ni 
d'intenses souffrances. Une série de doses décroissantes doit être 
sélectionnée en vue de mettre en évidence tout effet lié à la dose 
ainsi qu'une dose sans effet toxique (DSET) à la dose la plus faible. 
Des intervalles correspondant à un facteur 2 ou 4 sont souvent les 
plus appropriés entre les doses décroissantes et l'inclusion d'un 
quatrième groupe d'essai est souvent préférable à la fixation de 
très grands intervalles (par exemple séparés par un facteur supérieur 
à 6-10) entre les 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 l'administration de la substance à tester, les animaux du 
groupe témoin doivent être traités de la même manière que ceux 
des groupes d'essai. Si un véhicule est employé, on administrera 
au groupe témoin le plus grand volume de véhicule utilisé. Si la 
substance d'essai est incorporée aux aliments et qu'elle entraîne une 
diminution de la prise de nourriture, il peut être utile d'utiliser un 
groupe témoin nourri en parallèle afin de déterminer si la diminution 
est due aux caractéristiques organoleptiques ou à des altérations 
toxicologiques du modèle d'essai. 

Il convient également d'être attentif aux caractéristiques suivantes du 
véhicule ou d'autres additifs, selon le cas: effets sur l'absorption, la 
distribution, le métabolisme ou la rétention de la substance d'essai; 
effets sur les propriétés chimiques de la substance d'essai suscepti
bles de modifier sa toxicité; et effets sur la consommation alimen
taire et hydrique ou sur l'état nutritionnel des animaux. 

1.4.3.4. Essai limite 

Si un essai pratiqué avec une seule dose équivalant à au moins 1 000 
mg/kg de poids corporel/jour, en suivant le mode opératoire décrit 
pour cette étude, ne produit aucun effet nocif observé et s'il n'y a pas 
de raison de penser que la substance soit toxique compte tenu des 
données dont on dispose au sujet de substances ayant une structure 
analogue, on peut considérer qu'il n'est pas nécessaire de réaliser une 
étude complète avec trois niveaux de dose. L'essai limite est valable 
sauf dans le cas où l'exposition humaine puisse advenir à des doses 
plus élevées. 

1.5. MODE OPÉRATOIRE 

1.5.1. Administration des doses 

Les animaux reçoivent une administration quotidienne de la subs
tance d'essai, sept jours sur sept, durant 90 jours. Tout autre régime 
d'administration, par exemple cinq jours par semaine, doit être justi
fié. Lorsque la substance d'essai est administrée par gavage, une dose 
unique devrait être dispensée aux animaux par une sonde gastrique 
ou une canule d'intubation appropriée. Le volume maximal de 
liquide administrable en une fois dépend de la taille de l'animal. 
Le volume ne doit pas dépasser 1 ml/100 g de poids corporel, 
sauf dans le cas des solutions aqueuses où il peut aller jusqu'à 
2 ml/100 g de poids corporel. Sauf pour les substances irritantes 
ou corrosives, qui provoqueront normalement des effets exacerbés 
aux concentrations plus élevées, il convient de réduire au minimum 
la variabilité du volume d'essai en ajustant la concentration pour 
obtenir un volume constant à toutes les doses. 
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Si la substance d'essai est administrée dans les aliments ou l'eau de 
boisson, il importe de s'assurer que sa quantité n'interfère pas avec la 
nutrition normale ni avec l'équilibre hydrique. Lorsque la substance 
d'essai est incorporée aux aliments, on peut soit appliquer une 
concentration constante dans les aliments (ppm), soit une dose 
constante par rapport au poids corporel de l'animal; il y a lieu de 
spécifier la méthode utilisée. Si la substance est administrée par 
gavage, la dose doit être administrée à la même heure chaque jour 
et ajustée si nécessaire pour rester constante par rapport au poids 
corporel de l'animal. Lorsqu'une étude sur 90 jours sert de prélimi
naire à une étude de toxicité chronique à long terme, un régime 
alimentaire semblable doit être utilisé dans les deux études. 

1.5.2. Observations 

La période d'observation doit durer au moins 90 jours. Les animaux 
d'un groupe satellite destinés à des observations ultérieures ne 
doivent recevoir aucun traitement pendant une période appropriée 
pour que l'on puisse constater la persistance ou la disparition des 
effets toxiques. 

Il faudra effectuer un examen clinique général au moins une fois par 
jour, de préférence aux mêmes heures, en tenant compte de la 
période après l'administration pour laquelle des effets observables 
les plus marqués sont prévisibles. L'état clinique des animaux doit 
être noté. Deux fois par jour au minimum, généralement au début et 
à la fin de chaque journée, tous les animaux doivent être examinés 
afin de déceler des symptômes de morbidité et de mortalité. 

Un examen clinique détaillé doit être pratiqué sur tous les animaux 
au moins une fois avant la première exposition (pour pouvoir effec
tuer des comparaisons sur un même individu), et ensuite une fois par 
semaine. Ces examens doivent être effectués hors de la cage, de 
préférence dans une enceinte normalisée, et à heure fixe. Ils 
doivent être soigneusement consignés, de préférence en utilisant un 
système de notation explicitement défini par le laboratoire qui réalise 
l'essai. Les conditions d'observation doivent demeurer aussi 
constantes que possible. Les symptômes relevés devraient inclure, 
de façon non limitative, les changements affectant la peau, la four
rure, les yeux, les muqueuses, la fréquence des sécrétions et des 
excrétions ainsi que l'activité autonome (sécrétion de larmes, horri
pilation, diamètre de la pupille, respiration anormale). Il convient 
également de noter les changements dans la démarche, le maintien 
et les réactions à la manipulation ainsi que la présence de mouve
ments cloniques ou toniques, de stéréotypes (par exemple, soins 
corporels excessifs, animaux tournant en rond de façon répétitive) 
et de comportements bizarres (par exemple, automutilation, marche à 
reculons) (1). 

À l'aide d'un ophtalmoscope ou d'un appareillage approprié équiva
lent, il y a lieu d'effectuer, avant l'administration de la substance à 
tester et au terme de l'étude, un examen ophtalmologique, de préfé
rence sur tous les animaux mais au minimum sur le groupe d'ani
maux exposés à la dose la plus élevée et sur le groupe témoin. Si on 
décèle des changements dans les yeux de ces animaux, tous les 
autres animaux doivent être examinés. 

Vers la fin de la période d'exposition, mais en aucun cas avant la 
onzième semaine, il faut vérifier la réactivité sensorielle à différents 
types de stimuli (1) (auditifs, visuels et proprioceptifs, par exemple) 
(2) (3) (4), et évaluer la force de préhension (5) et l'activité motrice 
(6). Des détails supplémentaires sur les méthodes utilisables figurent 
dans les références respectives. Des méthodes non décrites dans les 
références peuvent aussi être appliquées. 

Les observations fonctionnelles préconisées vers la fin de l'étude ne 
sont pas indispensables si on dispose d'observations fonctionnelles 
provenant d'autres études et que les examens cliniques quotidiens 
n'ont pas révélé de troubles fonctionnels. 
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Exceptionnellement, les observations fonctionnelles peuvent aussi 
être omises pour des groupes qui par ailleurs présentent des symp
tômes de toxicité à un degré tel qu'ils interféreraient sensiblement 
avec le déroulement de l'essai fonctionnel. 

1.5.2.1. Poids corporel et consommation de nourriture et d'eau 

Tous les animaux doivent être pesés au moins une fois par semaine. 
On mesurera la consommation de nourriture au moins une fois par 
semaine. Si la substance d'essai est administrée dans l'eau de bois
son, la consommations d'eau doit aussi être mesurée au moins une 
fois par semaine. Il est également recommandé de mesurer la 
consommation d'eau, dans le cas d'étude où la substance d'essai est 
administrée dans les aliments ou par gavage, si celle-ci risque d'être 
modifiée. 

1.5.2.2. Hématologie et biochimie clinique 

Des prélèvements de sang doivent être pratiqués à des sites déter
minés et les échantillons, stockés, s'il y a lieu, dans des conditions 
appropriées. À la fin de la période d'essai, des prélèvements sont 
réalisés juste avant le sacrifice des animaux ou au cours de celui-ci. 

On procédera aux examens hématologiques suivants au terme de la 
période d'essai et sur les prises de sang effectuées en cours d'essai, le 
cas échéant: hématocrite, concentration d'hémoglobine, numération 
des érythrocytes et des leucocytes, formule leucocytaire, numération 
des plaquettes et mesure du temps de coagulation. 

Les analyses de biochimie clinique destinées à étudier les principaux 
effets toxiques sur les tissus, et en particulier sur les reins et le foie, 
devraient être pratiquées sur des échantillons de sang prélevés sur 
chaque animal juste avant son sacrifice ou au cours de celui-ci (à 
l'exception des animaux trouvés moribonds et/ou sacrifiés avant la 
fin de l'essai). A l'instar des examens hématologiques, les analyses 
de biochimie clinique peuvent être conduites sur des échantillons de 
sang prélevés en cours d'essai. Il est recommandé de faire jeûner les 
animaux durant la nuit qui précède la prise de sang ( 1 ). Les analyses 
effectuées sur le plasma ou le sérum devraient comprendre le 
sodium, le potassium, le glucose, le cholestérol total, l'urée, l'azote 
uréique du sang, la créatinine, les concentrations totales de protéines 
et d'albumine et plus de deux enzymes indicatrices des effets hépa
tocellulaires (telles que l'alanine aminotransférase, l'aspartate amino
transférase, la phosphatage alcaline, la gamma glutarmyle transpep
tidase et la sorbitol déshydrogenase). Des mesures d'activités enzy
matiques supplémentaires (d'origine hépatique ou autre) et des acides 
biliaires, susceptibles de fournir des informations utiles dans 
certaines circonstances, peuvent également être incluses. 

Les analyses d'urine suivantes peuvent être réalisées, à titre facultatif, 
au cours de la dernière semaine de l'étude sur des échantillons 
d'urine prélevés à des moments déterminés: apparence, volume, 
osmolalité ou densité, pH, protéines, glucose, sang et cellules 
sanguines. 

Il faut envisager par ailleurs de rechercher les indicateurs sériques de 
lésions générales des tissus. Si les propriétés connues de la substance 
d'essai risquent ou sont soupçonnées d'affecter des courbes métabo
liques connexes, d'autres analyses devraient être pratiquées, notam
ment celles du calcium, du phosphore, des triglycérides à jeun, 
d'hormones spécifiques, de la méthémoglobine et de la cholinesté
rase. Ces analyses doivent être définies pour certaines classes de 
produits chimiques ou au cas par cas. 
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( 1 ) Pour un certain nombre de paramètres mesurés dans le sérum ou le plasma, et particu
lièrement pour le glucose, il est préférable de faire jeûner les animaux durant la nuit qui 
précède la prise de sang, et ce essentiellement afin d'éviter l'accroissement de variabilité 
qui découlerait inévitablement de la prise de nourriture et qui aurait tendance à masquer 
des effets plus subtils, rendant de ce fait l'interprétation difficile. Cependant, le jeûne des 
animaux durant une nuit entière peut influer sur leur métabolisme général et risque, 
notamment dans les études où la substance d'essai est administrée dans la nourriture, 
de perturber l'exposition quotidienne à la substance d'essai. Si on a choisi de faire jeûner 
les animaux toute la nuit, les analyses de biochimie clinique doivent être réalisées après 
les observations fonctionnelles de l'étude.



 

Il convient d'une façon générale de suivre une démarche souple, 
adaptée à l'espèce et aux effets observés et/ou escomptés d'une subs
tance donnée. 

Si les données historiques sont insuffisantes, il y a lieu d'envisager la 
détermination de paramètres d'hématologie et de biochimie clinique 
avant de commencer l'étude; il est généralement déconseillé d'obtenir 
ces données avant le traitement (7). 

1.5.2.3. Autopsie 

Tous les animaux de l'étude feront l'objet d'une autopsie complète et 
détaillée, comportant l'examen attentif de la surface externe du corps, 
de tous les orifices ainsi que des cavités crânienne, thoracique et 
abdominale et de leur contenu. Le foie, les reins, les glandes 
surrénales, les testicules, les épididymes, l'utérus, les ovaires, le 
thymus, la rate, le cerveau et le c#ur de tous les animaux (à l'ex
ception des animaux moribonds et/ou sacrifiés avant la fin de l'essai) 
doivent être disséqués et pesés à l'état frais dès que possible afin 
d'éviter leur dessiccation. 

Les tissus suivants doivent être conservés dans le milieu de fixation 
le plus approprié, à la fois pour le type de tissu et pour l'examen 
histopathologique prévu: tous les organes présentant des lésions 
macroscopiques, l'encéphale (les régions représentatives du cerveau, 
du cervelet, de la moelle et du pont), la moelle épinière (à trois 
niveaux: cervical, médio-thoracique et lombaire), l'hypophyse, la 
thyroïde, les glandes parathyroïdes, le thymus, l'#sophage, les 
glandes salivaires, l'estomac, l'intestin grêle et le gros intestin (y 
compris les plaques de Peyer), le foie, le pancréas, les reins, les 
glandes surrénales, la rate, le c#ur, la trachée et les poumons (traités 
par gonflement avec un fixateur, puis immergés), l'aorte, les gonades, 
l'utérus, les organes génitaux auxiliaires, les glandes mammaires des 
femelles, la prostate, la vessie, la vésicule biliaire (souris), les 
ganglions lymphatiques (de préférence un ganglion lymphatique 
faisant partie du territoire de drainage dont dépend la voie d'adminis
tration et un autre faisant partie d'un autre territoire de drainage afin 
de détecter les éventuels effets systémiques), les nerfs périphériques 
(sciatique ou poplité interne) de préférence proche du muscle, un 
prélèvement de moelle osseuse (et/ou ponction de moelle osseuse 
examinée directement), la peau et les yeux (si des changements 
ont été relevés au cours des examens ophtalmologiques). Les obser
vations cliniques et les observations macroscopiques peuvent 
conduire à l'examen de tissus supplémentaires. Tous les organes 
considérés comme des cibles vraisemblables de la substance d'essai, 
compte tenu de ses propriétés, devraient également être conservés. 

1.5.2.4. Histopathologie 

Un examen histopathologique complet doit être pratiqué sur les 
tissus et organes conservés de tous les animaux appartenant au 
groupe témoin et au groupe traité à la dose la plus élevée. Si des 
changements liés au traitement sont constatés dans le groupe traité à 
la dose la plus élevée, il faudra étendre cet examen aux animaux de 
tous les groupes traités. 

Toutes les lésions macroscopiques doivent être examinées. 

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

2.1. RÉSULTATS 

Les résultats correspondant à chaque animal doivent être fournis. En 
outre, tous les résultats doivent être résumés sous forme de tableaux 
faisant apparaître, pour chaque groupe d'essai, le nombre d'animaux 
au début de l'essai, le nombre d'animaux trouvés morts au cours de 
l'essai ou euthanasiés, le moment de la mort ou du sacrifice, le 
nombre d'animaux présentant des signes de toxicité et une descrip
tion des symptômes de toxicité observés, notamment le moment de 
leur apparition, leur durée et leur gravité, le nombre d'animaux 
présentant des lésions, les types de lésions et le pourcentage d'ani
maux affecté par chaque type de lésion. 

S'il y a lieu, les résultats numériques doivent être évalués par une 
méthode statistique appropriée et largement reconnue. Le choix des 
méthodes statistiques et des résultats à analyser doit intervenir au 
stade de rédaction du protocole d'étude. 

2.2. RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

2.2.1. Substance d'essai 

� État physique, pureté et propriétés physico-chimiques, 

� données permettant l'identification chimique, 

� véhicule (le cas échéant) justification du choix du véhicule, s'il 
est autre que l'eau. 

2.2.2. Animaux d'expérience 

� Espèce et souche utilisée, 

� nombre, âge et sexe des animaux. 

� source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l'essai. 

2.2.3. Conditions d'essai 

� Justification du choix des doses, 

� détails concernant la préparation contenant la substance d'essai, 
son incorporation dans la nourriture, la concentration obtenue, la 
stabilité et l'homogénéité de la préparation, 

� détails relatifs à l'administration de la substance d'essai, 

� doses réelles (mg/kg de poids corporel/jour) et facteur de conver
sion de la concentration de la substance d'essai dans la nourriture 
ou l'eau de boisson (en ppm) en dose réelle, s'il y a lieu, 

� détails concernant la qualité de la nourriture et de l'eau. 

2.2.4. Résultats 

� Poids corporel et variation de poids corporel, 

� consommation de nourriture et d'eau, le cas échéant, 

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

� résultats de l'examen ophtalmologique, 

� évaluations de l'activité sensorielle, la force de préhension et 
l'activité motrice (le cas échéant), 

� paramètres hématologiques et valeurs normales de référence, 

� paramètres de biochimie clinique et valeurs normales de réfé
rence, 

� poids du corps et des organes des animaux à leur mort et 
rapports poids de l'organe/poids corporel, 

� résultats d'autopsie, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques, 

� données relatives à l'absorption, le cas échéant, 

� traitement statistique des résultats, s'il y a lieu. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 
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B.27. ESSAI DE TOXICITÉ SUBCHRONIQUE PAR VOIE ORALE 
TOXICITÉ ORALE À DOSES RÉPÉTÉES NON-RONGEURS: 

90 JOURS 

1. MÉTHODE 

La méthode décrite pour cet essai de toxicité orale subchronique 
reprend la ligne directrice n o 409 de l'OCDE (1998). 

1.1. INTRODUCTION 

Lors de l'appréciation et de l'évaluation des caractéristiques toxiques 
d'un produit chimique, la détermination de la toxicité subchronique 
par voie orale à doses répétées peut s'effectuer après avoir obtenu des 
informations préliminaires sur la toxicité à partir d'essais de toxicité 
aiguë ou à doses répétées sur 28 jours. L'étude sur 90 jours fournit 
des informations sur les dangers que peut entraîner pour la santé une 
exposition réitérée durant une période de croissance rapide jusqu'au 
début de l'âge adulte. L'étude fournira des informations sur les prin
cipaux effets toxiques, indiquera les organes cibles et les possibilités 
d'accumulation et pourra donner une estimation de la dose sans effet 
toxique (NOAEL) qui pourra être utilisée pour sélectionner des doses 
en vue d'études chroniques et pour établir les critères de sécurité 
concernant l'exposition humaine. 

La méthode d'essai permet de mettre en évidence les effets nocifs de 
l'exposition aux produits chimiques chez des non-rongeurs; elle ne 
doit être utilisée que dans les cas suivants: 

� lorsque les effets observés dans d'autres études font ressortir la 
nécessité d'éclaircir et de préciser certains points chez une 
deuxième espèce non-rongeurs, ou 

� lorsque les études toxicocinétiques montrent que l'utilisation 
d'une espèce particulière de non-rongeur constitue le choix le 
plus pertinent en tant qu'animal d'expérience, ou 

� lorsque d'autres raisons précises justifient l'utilisation d'une 
espèce de non-rongeur. 

Voir également introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Dose: quantité de substance d'essai administrée. La dose est 
exprimée en poids (g, mg), en poids de substance d'essai par unité 
de poids corporel de l'animal d'expérience (par exemple, mg/kg) ou 
en concentration constante dans la nourriture (ppm). 

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

DSET: abréviation de dose sans effet toxique (NOAEL: 
No Observable Adverse Effect Level), c'est-à-dire la dose la plus 
élevée à laquelle aucun effet nocif lié au traitement n'est observé. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE 

Différentes doses de la substance d'essai sont administrées quotidien
nement par voie orale à plusieurs groupes d'animaux de laboratoire, à 
raison d'une valeur de dose par groupe et ce pendant une période de 
90 jours. Pendant la période d'administration, les animaux sont 
observés attentivement afin de déceler d'éventuels symptômes de 
toxicité. Les animaux qui meurent ou qui sont sacrifiés en cours 
d'essai sont autopsiés et, au terme de l'essai, les animaux survivants 
sont également sacrifiés et autopsiés. 
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1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

1.4.1. Sélection de l'espèce animale 

L'espèce non-rongeur couramment utilisée est le chien, dont la race 
doit être définie; on se sert fréquemment du beagle. D'autres espèces, 
par exemple le porc ou le porc nain (mini porc), peuvent aussi être 
utilisées. Les primates ne sont pas recommandés et leur utilisation 
doit être justifiée. Il convient d'employer de jeunes animaux en 
bonne santé et, dans le cas du chien, l'administration de la substance 
à tester devrait commencer de préférence à l'âge de 4-6 mois, et 
jamais au delà de 9 mois. Lorsque l'étude est préliminaire à une 
étude de toxicité chronique à long terme, il faut utiliser la même 
espèce et la même race dans les deux études. 

1.4.2. Préparation des animaux 

Il convient d'utiliser de jeunes animaux, en bonne santé, acclimatés 
aux conditions du laboratoire et n'ayant pas encore été sujets d'ex
périence. La durée de l'acclimatation dépendra de l'espèce d'essai 
sélectionnée et de sa provenance. Il est recommandé de compter 
au moins 5 jours pour les chiens ou les porcs élevés à cette fin 
dans une animalerie résidente et au moins deux semaines pour ces 
mêmes animaux s'ils proviennent de sources extérieures. L'espèce, la 
race, la source, le sexe, le poids et/ou l'âge des animaux d'expérience 
doivent être précisés. Les animaux seront répartis au hasard entre les 
groupes traités et le groupe témoin. Les cages doivent être placées de 
façon telle que l'influence éventuelle de leur disposition sur les 
résultats soit réduite au minimum. Un numéro d'identification distinct 
doit être attribué à chaque animal. 

1.4.3. Préparation des doses 

La substance à tester peut être administrée dans la nourriture ou dans 
l'eau de boisson, par gavage ou dans des capsules. Le mode d'admi
nistration par voie orale dépend de l'objectif de l'étude et des 
propriétés physicochimiques de la substance d'essai. 

S'il y a lieu, la substance d'essai est dissoute ou mise en suspension 
dans un véhicule approprié. On recommande, chaque fois que les 
circonstances le permettent, d'envisager d'abord l'utilisation d'une 
solution ou d'une suspension aqueuse, ensuite une solution ou une 
émulsion dans une huile (par exemple l'huile de maïs) et en dernier 
lieu une solution dans d'autres véhicules. La toxicité des véhicules 
autres que l'eau doit être connue. La stabilité de la substance d'essai 
dans les conditions d'administration doit être déterminée. 

1.5. MODE OPÉRATOIRE 

1.5.1. Nombre et sexe des animaux 

Il faut employer au moins 8 animaux (4 femelles et 4 mâles) à 
chaque dose. Si on a prévu de sacrifier des animaux en cours d'essai, 
il convient d'accroître ce nombre du nombre d'animaux qui doivent 
être sacrifiés en cours d'essai. Le nombre d'animaux survivants au 
terme de l'étude doit être suffisant pour permettre une évaluation 
significative des effets toxiques. En fonction des connaissances 
dont on dispose au préalable sur le produit chimique ou sur une 
substance de structure très proche, on envisagera d'inclure un 
groupe satellite supplémentaire de 8 animaux (4 par sexe) dans le 
groupe témoin et dans le groupe traité à la concentration la plus 
élevée, en vue d'observer, une fois la période de traitement écoulée, 
la réversibilité ou la persistance de tout effet toxique. La durée de 
cette période post-traitement doit être fixée en fonction des effets 
observés. 
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1.5.2. Dosage 

Il faut utiliser au minimum 3 doses et un groupe témoin, sauf si un 
essai limite est pratiqué (voir paragraphe 1.5.3). Les niveaux de dose 
peuvent être établis en fonction des résultats obtenus lors d'études à 
doses répétées d'études préliminaires et doivent tenir compte de 
toutes les données toxicologiques et toxicocinétiques disponibles 
sur la substance d'essai ou de substances apparentées. Sauf 
contraintes dues aux propriétés physico-chimiques de la substance 
d'essai ou par ses effets biologiques, la dose la plus élevée doit être 
choisie en vue de provoquer un effet toxique, mais ni la mort ni 
d'intenses souffrances. Une série de doses décroissantes doit être 
sélectionnée en vue de mettre en évidence tout effet lié à la dose 
ainsi qu'une dose sans effet toxique (DSET) à la dose la plus faible. 
Des intervalles correspondant à un facteur 2 ou 4 sont souvent les 
plus appropriés entre les doses décroissantes et l'inclusion d'un 
quatrième groupe d'essai est souvent préférable à la fixation de 
très grands intervalles (par exemple séparés par un facteur supérieur 
à 6-10) entre les 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 l'administration de la substance à tester, les animaux du 
groupe témoin doivent être traités de la même manière que ceux 
des groupes d'essai. Si un véhicule est employé, on administrera 
au groupe témoin le plus grand volume de véhicule utilisé. Si la 
substance d'essai est incorporée aux aliments et qu'elle entraîne une 
diminution de la prise de nourriture, il peut être utile d'utiliser un 
groupe témoin nourri en parallèle afin de déterminer si la diminution 
est duc aux caractéristiques organoleptiques ou à des altérations 
lexicologiques du modèle d'essai. 

Il convient également d'être attentif aux caractéristiques suivantes du 
véhicule ou d'autres additifs, selon le cas effets sur l'absorption, la 
distribution, le métabolisme ou la rétention de la substance d'essai, 
effets sur les propriétés chimiques de la substance d'essai suscepti
bles de modifier sa toxicité, et effets sur la consommation alimen
taire et hydrique ou sur l'état nutritionnel des animaux. 

1.5.3. Essai limite 

Si un essai pratiqué avec une seule dose équivalant à au moins 1 000 
mg/kg de poids corporel/jour, en suivant le mode opératoire décrit 
pour cette étude, ne produit aucun effet nocif observé et s'il n'y a pas 
de raison de penser que la substance soit toxique compte tenu des 
données dont on dispose au sujet de substances ayant une structure 
analogue, on peut considérer qu'il n'est pas nécessaire de réaliser une 
étude complète avec trois niveaux de dose. L'essai limite est valable 
sauf dans le cas où l'exposition humaine puisse advenir à des doses 
plus élevées. 

1.5.4. Administration des doses 

Les animaux reçoivent une administration quotidienne de la subs
tance d'essai, sept jours sur sept, durant 90 jours. Tout autre régime 
d'administration, par exemple 5 jours par semaine, doit être justifié. 
Lorsque la substance d'essai est administrée par gavage, une dose 
unique devrait être dispensée aux animaux par une sonde gastrique 
ou une canule d'intubation appropriée. Le volume maximal de 
liquide administrable en une fois dépend de la taille de l'animal. 
Le volume devrait normalement être le plus petit possible. Sauf 
pour les substances irritantes ou corrosives, qui provoqueront norma
lement des effets exacerbés aux concentrations plus élevées, il 
convient de réduire au minimum la variabilité du volume d'essai 
en ajustant la concentration pour obtenir un volume constant à 
toutes les doses. 
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Si la substance d'essai est administrée dans les aliments ou l'eau de 
boisson, il importe de s'assurer que sa quantité n'interfère pas avec la 
nutrition normale ni avec l'équilibre hydrique. Lorsque la substance 
d'essai est incorporée aux aliments, on peut soit appliquer une 
concentration constante dans les aliments (ppm), soit une dose 
constante par rapport au poids corporel de l'animal; il y a lieu de 
spécifier la méthode utilisée. Si la substance est administrée par 
gavage ou dans une capsule, la dose doit être administrée aux 
mêmes heures chaque jour et ajustée si nécessaire pour rester 
constante par rapport au poids corporel de l'animal. Lorsqu'une 
étude sur 90 jours sert de préliminaire à une étude de toxicité chro
nique à long terme, un régime alimentaire semblable doit être utilisé 
dans les deux études. 

1.5.5. Observations 

La période d'observation doit durer au moins 90 jours. Les animaux 
d'un groupe satellite destinés à des observations ultérieures ne 
doivent recevoir aucun traitement pendant une période appropriée 
pour que l'on puisse constater la persistance ou la disparition des 
effets toxiques. 

Il faudra effectuer un examen clinique général au moins une fois par 
jour, de préférence aux mêmes heures, en tenant compte de la 
période après l'administration pour laquelle des effets observables 
les plus marqués sont prévisibles. L'état clinique des animaux doit 
être noté. Au moins deux fois par jour, généralement au début et à la 
fin de chaque journée, tous les animaux doivent être examinés afin 
de déceler des symptômes de morbidité et de mortalité. 

Un examen clinique détaillé doit être pratiqué sur tous les animaux 
au moins une fois avant la première exposition (pour pouvoir effec
tuer des comparaisons sur un même individu), et ensuite une fois par 
semaine. Ces examens doivent être effectués, si possible, hors de la 
cage, de préférence dans une enceinte normalisée, et à heure fixe. 
Les conditions d'observation doivent demeurer aussi constantes que 
possible. Les symptômes de toxicité doivent être soigneusement 
notés, notamment le moment de leur apparition, leur durée et leur 
gravité. Les observations devraient inclure, de façon non limitative, 
les changements affectant la peau, la fourrure, les yeux, les 
muqueuses, la fréquence des sécrétions et des excrétions ainsi que 
l'activité autonome (par exemple, sécrétion de larmes, horripilation, 
diamètre de la pupille, respiration anormale). Il convient également 
de noter les changements dans la démarche, le maintien et les réac
tions à la manipulation ainsi que la présence de mouvements 
cloniques ou toniques, de stéréotypes (par exemple, soins corporels 
excessifs, animaux tournant en rond de façon répétitive) et de 
comportements bizarres. 

À l'aide d'un ophtalmoscope ou d'un appareillage approprié équiva
lent, il y a lieu d'effectuer, avant l'administration de la substance à 
tester et au terme de l'étude, un examen ophtalmologique, de préfé
rence sur tous les animaux mais au minimum sur le groupe d'ani
maux exposés à la dose la plus élevée et sur le groupe témoin. Si on 
décèle des changements liés au traitement dans les yeux de ces 
animaux, tous les autres animaux doivent être examinés. 

1.5.5.1. Poids corporel et consommation de nourriture et d'eau 

Tous les animaux doivent être pesés au moins une fois par semaine. 
On mesurera la consommation de nourriture au moins une fois par 
semaine. Si la substance d'essai est administrée dans l'eau de bois
son, la consommation d'eau doit aussi être mesurée au moins une 
fois par semaine. Il est également recommandé de mesurer la 
consommation d'eau, dans le cas d'étude où la substance d'essai est 
administrée dans les aliments ou par gavage, si celle-ci risque d'être 
modifiée. 
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1.5.5.2. Hématologie et biochimie clinique 

Des prélèvements de sang doivent être pratiqués à des sites déter
minés et les échantillons, stockés, s'il y a lieu, dans des conditions 
appropriées. À la fin de la période d'essai, des échantillons sont 
prélevés juste avant le sacrifice des animaux ou au cours de celui-ci. 

Au début de l'essai et, par la suite, soit tous les mois, soit à partir du 
milieu de la période d'essai et à la fin de celle-ci, il y a lieu d'ef
fectuer un examen hématologique en mesurant l'hématocrite, la 
concentration d'hémoglobine, la numération des érythrocytes et des 
leucocytes, la formule leucocytaire, la numération des plaquettes et 
l'étude de paramètres de la coagulation tels que le temps de coagu
lation, le temps de prothrombine ou le temps de thromboplastine. 

Des analyses de biochimie clinique destinées à l'étude des principaux 
effets toxiques sur les tissus, et en particulier sur les reins et le foie, 
devraient être pratiquées sur des échantillons de sang prélevés sur 
tous les animaux, au début de l'essai et ensuite soit tous les mois, 
soit au milieu et à la fin de l'essai. Les paramètres qui doivent être 
analysés comprennent l'équilibre électrolytique, le métabolisme des 
glucides et les fonctions hépatiques et rénales. Le choix de certaines 
analyses dépendra des observations sur le mode d'action de la subs
tance d'essai. Les animaux doivent être mis à jeun durant une 
période dépendant de l'espèce la prise de sang. Les analyses propo
sées comprennent le calcium, le phosphore, le chlore, le sodium, le 
potassium, le glucose à jeun, l'alanine aminotransférase, l'aspartate 
aminotransférase, l'ornithine décarboxylase, la gamma glutamyle 
transpeptidase, l'azote uréique, l'albumine, la créatinine sanguine et 
les concentrations totales de bilirubine et de protéines sériques. 

Les analyses d'urine doivent être pratiquées au moins au début, au 
milieu et en fin d'essai, sur des échantillons d'urine prélevés à des 
moments déterminés. Les paramètres à relever sont l'apparence, le 
volume, l'osmolalité ou la densité, le pH, les protéines, le glucose, le 
sang et les cellules sanguines. Des paramètres supplémentaires 
peuvent être étudiés, s'il y a lieu, afin d'élargir le champ des effets 
observés. 

Il faudrait envisager par ailleurs de rechercher des indicateurs de 
lésions générales des tissus. D'autres déterminations pourraient être 
nécessaires à une évaluation toxicologique adéquate: l'analyse des 
lipides, des hormones, de l'équilibre acido-basique, de la méthémo
globine et de l'inhibition de la cholinestérase. Des analyses de 
biochimie clinique supplémentaires peuvent être pratiquées, s'il y a 
lieu, afin d'élargir le champ des effets observés. Celles-ci doivent être 
définies pour certaines classes de produits chimiques ou cas par cas. 

Il convient d'une façon générale de suivre une démarche souple, 
adaptée à l'espèce et aux effets observés et/ou escomptés d'une subs
tance donnée. 

1.5.5.3. Autopsie 

Tous les animaux de l'étude feront l'objet d'une autopsie complète et 
détaillée, comportant l'examen attentif de la surface externe du corps, 
de tous les orifices ainsi que des cavités crânienne, thoracique et 
abdominale et de leur contenu. Le foie et la vésicule biliaire, les 
reins, les glandes surrénales, les testicules, les épididymes, les 
ovaires, l'utérus, la thyroïde (et les glandes parathyroïdes) le 
thymus, la rate, le cerveau et le c#ur de tous les animaux (à l'ex
ception des animaux moribonds et/ou sacrifiés avant la fin de l'essai) 
doivent être disséqués et pesés à l'état frais dès que possible afin 
d'éviter leur dessiccation. 
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Les tissus suivants doivent être conservés dans le milieu de fixation 
le plus approprié, à la fois pour le type de tissu et pour l'examen 
histopathologique prévu: tous les organes présentant des lésions 
macroscopiques l'encéphale (les régions représentatives du cerveau, 
du cervelet, de la moelle et du pont), la moelle épinière (à trois 
niveaux: cervical, médiothoracique et lombaire), l'hypophyse, les 
yeux, la thyroïde, les glandes parathyroïdes, le thymus, l'#sophage, 
les glandes salivaires, l'estomac, l'intestin grêle et le gros intestin (y 
compris les plaques de Peyer), le foie, la vésicule biliaire, le 
pancréas, les reins, les glandes surrénales, la rate, le c#ur, la 
trachée et les poumons, l'aorte, les gonades, l'utérus, les organes 
génitaux auxiliaires, les glandes mammaires des femelles, la prostate, 
la vessie, les ganglions lymphatiques (de préférence un ganglion 
lymphatique faisant partie du territoire de drainage dont dépend la 
voie d'administration et un autre faisant partie d'un autre territoire de 
drainage afin de détecter les éventuels effets systémiques), les nerfs 
périphériques (sciatiques ou tibiaux), de préférence proches du 
muscle, un prélèvement de moelle osseuse (et/ou une ponction de 
moelle osseuse examinée directement) et la peau. Les observations 
cliniques et les observations macroscopiques peuvent conduire à 
l'examen de tissus supplémentaires. Tous les organes considérés 
comme des organes cibles vraisemblables de la substance d'essai, 
compte tenu de ses propriétés, devraient également être conservés. 

1.5.5.4. Histopathologie 

Un examen histopathologique complet doit être pratiqué sur les 
tissus et organes conservés de tous les animaux appartenant au 
moins au groupe témoin et au groupe traité à la dose la plus 
élevée. Si des changements liés au traitement sont constatés dans 
le groupe traité à la dose la plus élevée, il faudra étendre cet 
examen aux animaux de tous les groupes traités. 

Toutes les lésions macroscopiques doivent être examinées. 

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

2. RÉSULTATS ET RAPPORT 

2.1. RÉSULTATS 

Les résultats correspondant à chaque animal doivent être fournis. En 
outre, tous les résultats doivent être résumés sous forme de tableaux 
faisant apparaître pour chaque groupe d'essai, le nombre d'animaux 
au début de l'essai, le nombre d'animaux trouvés morts au cours de 
l'essai ou euthanasiés, le moment de la mort ou du sacrifice, le 
nombre d'animaux présentant des symptômes de toxicité et une 
description des signes de toxicité observés, notamment le moment 
de leur apparition, leur durée et leur gravité, le nombre d'animaux 
présentant des lésions, les types de lésions et le pourcentage d'ani
maux affectés par chaque type de lésion. 

S'il y a lieu, les résultats numériques devraient être évalues par une 
méthode statistique appropriée et largement reconnue. Le choix des 
méthodes statistiques et des résultats à analyser devrait intervenir au 
stade de la rédaction du protocole d'étude. 

2.2. RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 
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2.2.1. Substance d'essai 

� État physique, pureté et propriétés physico-chimiques, 

� données permettant l'identification chimique, 

� véhicule (le cas échéant), justification du choix si autre que l'eau. 

2.2.2. Animaux d'expérience 

� Espèce et souche utilisée, 

� nombre, âge et sexe des animaux, 

� source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l'essai. 

2.2.3. Conditions d'essai 

� Justification du choix des doses, 

� détails concernant la préparation contenant la substance d'essai, 
son incorporation dans la nourriture, la concentration obtenue, la 
stabilité et l'homogénéité de la préparation. 

� détails relatifs à l'administration de la substance d'essai, 

� doses réelles (mg/kg de poids corporel/jour) et facteur de conver
sion de la concentration de la substance d'essai dans la nourriture 
ou l'eau de boisson (en ppm) en dose réelle, s'il y a lieu, 

� détails concernant la qualité de la nourriture et de l'eau. 

2.2.4. Résultats 

� Poids corporel et variation de poids corporel, 

� consommation de nourriture et d'eau, le cas échéant, 

� données sur la réponse toxique par sexe et par dose et description 
des signes de toxicité, 

� nature, gravité et durée des observations cliniques (réversibles ou 
non), 

� résultats de l'examen ophtalmologique, 

� paramètres hématologiques et valeurs normales de référence, 

� paramètres de biochimie clinique et valeurs normales de réfé
rence, 

� poids du corps et des organes des animaux à leur mort et 
rapports poids de l'organe/poids corporel, 

� résultats d'autopsie, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques, 

� données relatives à l'absorption, le cas échéant, 

� traitement statistique des résultats, s'il y a lieu. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 
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B.28. TOXICITÉ DERMIQUE SUBCHRONIQUE ÉPREUVE DE 90 
JOURS SUR DES RONGEURS 

1. MÉTHODE 

1.1 INTRODUCTION 

Voir introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Voir introduction générale, partie B. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Néant. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Les doses croissantes de la substance d'essai sont appliquées quoti
diennement, sur la peau des animaux de plusieurs lots d'expérience, à 
raison d'une dose par lot durant une période de 90 jours. Durant la 
période d'application, les animaux sont observés quotidiennement 
afin de déceler les manifestations de toxicité. Les animaux qui 
meurent en cours d'expérience de même que ceux encore en vie à 
l'issue de celle-ci sont autopsiés. 

1.5. CRITÈRE QUALITATIF 

Néant. 

1.6. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.6.1. Préparations 

Les animaux sont maintenus dans les conditions d'hébergement et 
d'alimentation propres à l'expérience pendant au moins les 5 jours 
qui la précèdent. Avant de commencer l'essai, les jeunes animaux 
sains sont répartis au hasard en lots traités et lots témoins. Peu de 
temps avant l'essai, on tond la fourrure de la région dorsale des 
animaux. On peut avoir recours au rasage, mais l'opération doit 
alors être effectuée 24 heures environ avant l'essai. Il est habituelle
ment nécessaire de répéter ces opérations toutes les semaines environ 
et il faut prendre grand soin d'éviter toute lésion de la peau pendant 
ces opérations. La surface à dégager pour l'application de la subs
tance à tester ne sera pas inférieure à 10 % de la surface corporelle. 
Le poids de l'animal sera pris en compte pour décider de la zone à 
dégager et des dimensions de la surface à traiter. Lorsque l'essai 
porte sur des substances solides qui, le cas échéant, peuvent être 
pulvérisées, la substance à tester doit être humectée au moyen 
d'eau ou, au besoin, d'un véhicule approprié de manière à garantir 
un bon contact avec la peau. Les substances liquides sont générale
ment testées sans dilution préalable. On procède à une application 
quotidienne à raison de 5 à 7 jours par semaine. 

1.6.2. Conditions expérimentales 

1.6.2.1. A n i m a u x d ' e x p é r i e n c e 

Le rat, le lapin ou le cochon d'Inde adultes peuvent être utilisés; 
d'autres espèces aussi, mais il faut alors en justifier l'emploi. Au 
commencement de l'expérience, la différence de poids entre les 
animaux ne dépassera pas ± 20 % de la valeur moyenne. Si une 
étude dermique subchronique constitue la phase préparatoire d'une 
étude à long terme, la même espèce et la même souche seront 
utilisées pour les deux études. 
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1.6.2.2. N o m b r e e t s e x e 

20 animaux au moins (10 femelles et 10 mâles) à la peau saine 
seront utilisés pour chaque niveau de dose. Les femelles seront 
nullipares et non gravides. Si l'on prévoit de sacrifier certains 
animaux en cours d'expérience, il y a lieu d'ajouter à ce nombre 
celui des animaux qu'il est prévu de sacrifier avant la fin de l'expé
rience. De plus, un groupe satellite de 20 animaux (10 par sexe) peut 
être traité avec la dose la plus élevée pendant 90 jours et faire l'objet 
d'une observation quant à la réversibilité, la persistance ou l'appari
tion tardive des effets toxiques durant les 28 jours qui suivent le 
traitement. 

1.6.2.3. D o s e s 

On utilisera au moins trois doses ainsi qu'un lot témoin ou, le cas 
échéant, un lot témoin pour le véhicule. La période d'exposition sera 
d'au moins six heures par jour. La substance à tester sera appliquée 
chaque jour à la même heure et sa quantité fera l'objet d'un ajuste
ment hebdomadaire ou bi-hebdomadaire afin de conserver une dose 
constante en rapport avec le poids corporel de l'animal. À l'exception 
de l'application de la substance à tester, les animaux du lot témoin 
seront traités de la même façon que les sujets des lots traités. Si un 
véhicule est utilisé pour faciliter l'application, il sera administré au 
lot témoin dans les mêmes conditions que pour les lots traités et la 
dose reçue correspondra à celle du lot traité par la dose la plus 
élevée. La dose la plus élevée doit être déterminée de manière à 
produire des effets toxiques mais pas, ou rarement, la mort de l'ani
mal; la dose la plus faible ne doit faire apparaître aucun effet 
toxique. Si l'on dispose d'informations sur le niveau de l'exposition 
humaine, la dose la plus faible dépassera cette valeur. L'idéal serait 
que la dose intermédiaire produise l'effet toxique minimal observa
ble. Si l'on utilise plusieurs doses intermédiaires, l'écart entre les 
doses sera calculé de manière à entraîner une gradation des effets 
toxiques. Dans les lots correspondant aux doses faible et inter
médiaire ainsi que chez les témoins, le nombre de décès sera 
faible, afin de permettre une évaluation significative des résultats. 

Si l'application de la substance à tester provoque une grave irritation 
cutanée, les concentrations seront réduites; ceci peut entraîner une 
diminution, voire une disparition, des autres effets toxiques à la dose 
la plus élevée. Si les lésions cutanées sont très graves, il peut s'avérer 
nécessaire d'arrêter l'expérience et de la recommencer avec des 
concentrations plus faibles. 

1.6.3. Essai de limite 

Si une expérience préliminaire réalisée avec une dose de 1 000 
mg/kg ou avec une dose plus élevée en fonction de la possibilité 
d'une exposition humaine � pour autant que celle-ci soit connue � 
n'a provoqué aucun effet toxique, on peut juger inutile de poursuivre 
l'expérience. 

1.6.4. Période d'observation 

Les animaux d'expérience feront l'objet d'observations quotidiennes 
afin de déceler les manifestations de toxicité. Le moment de la mort 
ainsi que le moment auquel les manifestations de toxicité apparais
sent et disparaissent seront notés. 
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1.6.5. Mode opératoire 

Les animaux seront placés dans des cages individuelles. Dans les 
conditions idéales, la substance d'essai est administrée aux animaux 
7 jours sur 7 pendant une période de 90 jours. 

Les animaux de tous les groupes satellites devant faire l'objet d'ob
servations complémentaires seront gardés en vie pendant 28 jours 
encore, sans traitement, afin de constater la guérison ou la persis
tance des effets toxiques. La durée d'exposition sera de 6 heures par 
jour. 

La substance d'essai sera appliquée uniformément sur une surface à 
peu près égale à 10 % de la surface totale du corps. Dans le cas de 
substances hautement toxiques, la surface couverte peut être moins 
importante mais la couche doit être aussi mince et aussi uniforme 
que possible. 

Durant l'exposition, la substance d'essai est maintenue en contact 
avec la peau au moyen d'un carré de gaze poreux et d'un sparadrap 
non irritant. La surface traitée sera, en outre, convenablement 
couverte de manière à maintenir en place le pansement de gaze et 
la substance d'essai et à éviter que les animaux puissent ingérer ladite 
substance. Des appareils de contention peuvent être utilisés pour 
empêcher l'ingestion de la substance mais une immobilisation 
complète n'est pas recommandée. 

À l'issue de la période d'exposition, il faut, si possible, éliminer tout 
résidu de substance avec de l'eau ou par tout autre procédé adéquat 
de nettoyage de la peau. 

Tous les animaux seront observés quotidiennement et les manifesta
tions de toxicité ainsi que le moment de leur apparition, leur intensité 
et leur durée seront enregistrés. Pendant la période d'encagement, on 
observera notamment les modifications du poil et de la peau, des 
yeux et des muqueuses, de l'appareil respiratoire, du système circu
latoire, du système nerveux autonome et central ainsi que de l'acti
vité somatomotrice et du comportement. La consommation alimen
taire et le poids des animaux seront déterminés chaque semaine. Il 
est nécessaire d'observer régulièrement les animaux afin d'éviter 
toute perte par cannibalisme, autolyse des tissus ou erreur de mise 
en place. À l'issue de l'expérience, tous les animaux survivants des 
lots traités non satellites seront autopsiés. Les animaux moribonds 
seront immédiatement retirés et autopsiés. 

Les examens ci-après sont habituellement effectués pour tous les 
animaux, y compris ceux du lot témoin: 

a) Un examen ophtalmologique sera pratiqué à l'aide d'un ophtalmo
scope ou d'un appareil équivalent avant d'administrer la substance 
à tester ainsi qu'au terme de l'expérience, de préférence pour tous 
les animaux mais au moins pour le lot traité par la dose la plus 
élevée ainsi que pour le lot témoin. Si des modifications oculaires 
sont observées tous les animaux seront examinés. 

b) Un examen hématologique comprenant l'hématocrite, la concen
tration en hémoglobine, la numération des hématies et des leuco
cytes, la formule leucocytaire ainsi qu'une étude de la coagulation 
par des épreuves telles que temps de coagulation, temps de 
Quick, temps de thromboplastine ou numération des plaquettes 
sanguines sera effectué au terme de l'expérience. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 418



 

c) Des déterminations biochimiques cliniques dans le sang seront 
effectuées à l'issue de l'expérience. L'équilibre électrolytique, le 
métabolisme glucidique, les fonctions hépatique et rénale présen
tent un intérêt général pour toutes les études. Le choix d'épreuves 
spécifiques sera influencé par les observations relatives au mode 
d'action de la substance. Il est suggéré de doser les substances 
suivantes: le calcium, le phosphore, les chlorures, le sodium, le 
potassium, le glucose à jeun (la période de jeûne étant adaptée à 
l'espèce), les transaminases glutamo-pyruvique ( 1 ) et glutamo- 
oxaloacétique ( 2 ), l'ornithine-décarboxylase, la gamma-glutamyl 
transpeptidase, l'azote uréique, l'albumine, la créatinine plasma
tique, la bilirubine totale et les protéines sériques totales. Les 
autres analyses éventuellement nécessaires à une évaluation toxi
cologique adéquate concernent les lipides, les hormones, l'équi
libre acido-basique, la méthémoglobine, l'activité cholinestéra
sique. D'autres analyses biochimiques cliniques peuvent, si néces
saire, être effectuées pour approfondir l'étude des effets observés. 

d) Un examen régulier des urines n'est pas nécessaire; un tel examen 
n'est indiqué qu'en cas de toxicité probable ou manifeste. 

Si les informations recueillies dans le passé ne sont pas appropriées, 
les paramètres hématologiques et biochimiques cliniques seront 
déterminés avant le commencement de l'expérience. 

1.6.6. Autopsie 

Tous les animaux seront soumis à une autopsie complète comprenant 
l'examen de la surface externe du corps, de tous les orifices, ainsi 
que des cavités crânienne, thoracique et abdominale et de leur 
contenu. Le foie, les reins, les glandes surrénales et les testicules 
seront pesés, à l'état humide, le plus rapidement possible après la 
dissection afin d'éviter le dessèchement. Les organes et tissus ci- 
après seront conservés dans un milieu approprié dans l'éventualité 
d'examens histopathologiques ultérieurs: toute lésion macroscopique, 
encéphale � y compris section de la moelle/du pont de Varole, 
cortex cérébelleux et cortex cérébral, hypophyse, thyroïde/parathy
roïde, tout tissu thymique, (trachée), poumons, c#ur, aorte, glandes 
salivaires, foie, rate, reins, glandes surrénales, pancréas, gonades, 
organes génitaux annexes, vésicule biliaire (si présente), #sophage, 
estomac, duodénum, jéjunum, iléon, cæcum, colon, rectum, vessie 
urinaire, ganglion lymphatique représentatif, (femelle: glande 
mammaire), (musculature de la cuisse), nerf périphérique, (yeux), 
(sternum avec moelle osseuse), (fémur � y compris surface articu
laire), (moelle épinière à trois niveaux � cervical, médiothoracique 
et lombaire) et (glandes lacrymales). Les tissus mentionnés entre 
parenthèses ne seront examinés que sur indication des signes de 
toxicité ou en cas d'atteinte de l'organe. 

1.6.7. Examen histopathologique 

a) La peau normale et la peau traitée ainsi que les organes et tissus 
de tous les animaux du lot témoin et du lot exposé à la dose la 
plus élevée doivent faire l'objet d'un examen histopathologique 
complet. 

b) Toutes les lésions macroscopiques seront examinées. 
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c) Les organes-cibles des animaux appartenant aux autres lots traités 
seront examinés. 

d) Si l'on utilise des rats, les poumons des animaux appartenant aux 
lots exposés aux doses faible et intermédiaire seront soumis à un 
examen histopathologique afin de déceler tout signe d'infection 
qui permette de juger facilement de l'état de santé des animaux. 
D'autres examens histopathologiques systématiques peuvent ne 
pas être nécessaires pour les animaux de ces lots mais doivent 
toujours être effectués pour les organes présentant des lésions 
dans le groupe traité par la dose la plus élevée. 

e) Lorsqu'un lot satellite est utilisé, un examen histopathologique 
sera pratiqué sur les tissus et organes présentant des signes de 
toxicité dans les lots traités. 

2. RÉSULTATS 

Les résultats seront résumés sous la forme de tableaux indiquant, 
pour chaque expérience, le nombre d'animaux au début de l'essai, 
le nombre d'animaux atteints de lésions, le type de lésions et le 
pourcentage d'animaux présentant chaque type de lésion. Les résul
tats seront évalués au moyen d'une méthode statistique appropriée. 
Toute méthode statistique reconnue peut être utilisée. 

3. RAPPORT 

3.1. PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra si possible les renseignements 
suivants: 

� espèce, souche, origine, milieu ambiant, régime alimentaire, etc., 

� conditions expérimentales, 

� doses (y compris, le cas échéant, véhicule) et concentrations, 

� dose dépourvue d'effet, si possible, 

� réponse toxique par sexe et par dose, 

� moment de la mort en cours d'expérience ou indication que 
l'animal était encore en vie au terme de l'expérience, 

� description des effets toxiques ou autres, 

� moment de l'observation de tout symptôme et évolution de 
celui-ci, 

� quantité de nourriture et poids corporel, 

� observations ophtalmologiques, 

� examens hématologiques pratiqués et résultats, 

� épreuves biochimiques cliniques pratiquées et résultats (y 
compris, résultats de l'examen des urines), 

� résultats d'autopsie, 
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� description détaillée de toutes les observations histopatholo
giques, 

� traitement statistique des résultats, si possible, 

� discussion des résultats, 

� interprétation des résultats. 

3.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

Voir introduction générale, partie B. 

4. RÉFÉRENCES 

Voir introduction générale, partie B. 
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B.29. TOXICITÉ SUBCHRONIQUE PAR INHALATION: ÉTUDE SUR 90 
JOURS 

RÉSUMÉ 

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

INTRODUCTION 

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

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

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

3. Avant toute étude, le laboratoire d$essai devra prendre en compte toutes les 
informations disponibles sur la substance à tester afin d$améliorer la qualité 
de l$étude et de recourir le moins possible aux animaux. Parmi les infor
mations utiles pour la détermination des concentrations d$essai appropriées, 
citons: l$identité, la structure chimique et les propriétés physico-chimiques 
de la substance d$essai; les résultats de tous les essais de toxicité in vitro ou 
in vivo auxquels elle a été soumise; son (ses) utilisation(s) escomptée(s) et 
les risques d$exposition humaine; les données (Q)SAR disponibles et les 
données toxicologiques sur les substances structurellement apparentées; ainsi 
que les données issues d$autres études sur l$exposition répétée. En cas de 
neurotoxicité, connue ou observée au cours de l$étude, le directeur de 
l$étude pourra décider d$inclure les évaluations jugées nécessaires, comme 
une batterie d$observations fonctionnelles (FOB) et des mesures de l$activité 
motrice. Bien que la durée des expositions par rapport à des examens 
spécifiques puisse être critique, l$exécution de ces activités supplémentaires 
n$interfère pas avec la conception de l$étude principale. 
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4. Les dilutions de substances corrosives ou irritantes peuvent être testées à des 
concentrations qui permettront d$atteindre le degré de toxicité désiré. Le 
document d$orientation n o 39 (2) fournit de plus amples informations. 
Lors de l$exposition des animaux à ces substances, les concentrations 
cibles sont assez faibles pour ne causer ni souffrance manifeste ni détresse, 
mais suffisantes pour prolonger la courbe concentration-réponse jusqu$à des 
niveaux correspondant à l$objectif scientifique et règlementaire de l$essai. Le 
choix de ces concentrations est fait au cas par cas, de préférence sur la base 
d$une étude préliminaire de détermination des concentrations, conçue de 
façon appropriée, et qui fournit des informations sur l$effet critique 
mesuré, un éventuel seuil d$irritation et le moment de son apparition (voir 
paragraphes 11-13). La justification du choix des concentrations est fournie. 

5. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou 
de détresse sévère et persistante sont euthanasiés. Les animaux moribonds 
sont pris en compte au même titre que ceux qui succombent au cours de 
l$essai. Le document d$orientation de l$OCDE sur les effets mesurés éthi
quement acceptables (3) détaille les critères orientant la décision d$euthana
sier les animaux moribonds ou en grande souffrance, et aide à reconnaître 
une mort prévisible ou imminente. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Sélection des espèces animales 

6. Le choix s$orientera vers de jeunes rongeurs adultes en bonne santé, de 
souches communément utilisées en laboratoire. Le rat étant l$espèce la 
plus utilisée, il faudra justifier l$emploi d$autres espèces. 

Préparation des animaux 

7. Les femelles sont nullipares et non gravides. Le jour de la randomisation, les 
animaux sélectionnés sont de jeunes adultes âgés de 7 à 9 semaines. Leur 
poids corporel n$excède pas ± 20 % du poids moyen pour chaque sexe. 
Sélectionnés au hasard, les animaux sont marqués pour être identifiés indi
viduellement. En vue de leur acclimatation aux conditions de laboratoire, ils 
sont conservés dans leur cage pour une période d$au minimum 5 jours avant 
le début de l$essai. 

Conditions d"élevage des animaux 

8. Les animaux sont identifiés de façon individuelle, de préférence à l$aide de 
dispositifs sous-cutanés, afin de faciliter leur observation et d$éviter toute 
confusion. La température du local expérimental où les animaux sont 
conservés est maintenue à 22 ± 3 °C. Le taux d$humidité relative est idéa
lement maintenu entre 30 et 70 %, encore qu$il ne soit pas toujours possible 
de le faire si l$eau est utilisée comme véhicule. Avant et après exposition, 
les animaux sont généralement être mis en cage en groupes par sexe et par 
concentration, mais le nombre d$animaux par cage ne fait pas obstacle à une 
observation précise de chaque animal, et n$engendre qu$un minimum de 
pertes dues au cannibalisme et aux combats. Si les animaux sont exposés 
«nez seul», il peut être nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. 
Ceux-ci ne doivent pas provoquer chez les animaux de stress excessif, qu$il 
soit de nature physique, thermique ou dû à leur immobilisation. Les 
contraintes qu$ils subissent peuvent en effet modifier les paramètres physio
logiques mesurés de l$animal, comme sa température corporelle (hyperther
mie) et/ou son volume respiratoire par minute. Si l$on dispose de données 
génériques montrant que de telles modifications ne se produisent pas de 
façon appréciable, alors la période d$adaptation préalable aux tubes de 
contention n$est pas nécessaire. Les animaux exposés «corps entier» à un 
aérosol sont enfermés individuellement pendant l$exposition pour empêcher 
la filtration de l$aérosol d$essai par à la fourrure des congénères. À l$ex
ception des périodes d$exposition, le régime alimentaire des animaux est le 
régime classique et certifié de laboratoire, avec eau potable à satiété. L$éclai
rage est artificiel, la séquence d$éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 
heures d$obscurité. 
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Chambre d"inhalation 

9. Le choix de la chambre d$inhalation prend en compte la nature de la subs
tance d$essai et l$objet de l$essai. Le mode d$exposition «nez seul» (qui 
inclut les dispositifs «tête seule», «nez seul» et «museau seul») est privilé
gié. Le mode d$exposition «nez seul» est généralement choisi pour les 
études d$aérosols liquides ou solides et pour les vapeurs susceptibles de 
se condenser en aérosols. L$utilisation d$un mode d$exposition «corps 
entier» peut être préférable pour les besoins spécifiques de l$étude, mais 
cela est justifié dans le rapport de l$étude. Pour assurer la stabilité de 
l$atmosphère d$une chambre d$exposition «corps entier», on veillera à ce 
que le «volume» total des animaux d$expérience ne dépasse pas 5 % du 
volume de la chambre. Le document d$orientation 39 (2) décrit les principes 
des techniques d$exposition «corps entier» ou «nez seul», ainsi que leurs 
avantages et inconvénients spécifiques. 

ÉTUDES DE TOXICITÉ 

Concentrations limites 

10. Contrairement aux études de toxicité aiguë, aucune concentration limite 
n$est définie dans les études de toxicité subchronique par inhalation. La 
concentration maximale testée prend en compte: 1) la concentration maxi
male pouvant être atteinte, 2) le niveau d$exposition humaine correspondant 
au «pire des cas», 3) la nécessité de maintenir une alimentation adéquate en 
oxygène, et/ou 4) le bien- être des animaux. En l$absence de limites fondées 
sur des données, les valeurs limites pour la toxicité aiguë du règlement (CE) 
n o 1272/2008 (13) peuvent être utilisées (c$est-à-dire jusqu$à une concen
tration maximale de 5 mg/l pour les aérosols, 20 mg/l pour les vapeurs et 
20 000 ppm pour les gaz); voir document d$orientation 39 (2). S$il est 
nécessaire de dépasser ces limites lors d$essais de gaz ou de substances 
d$essai hautement volatils (comme les réfrigérants), une justification est 
produite. La concentration limite doit permettre d$obtenir une toxicité sans 
équivoque, sans causer de stress excessif chez les animaux ni affecter leur 
longévité (3). 

Étude préliminaire de détermination des concentrations 

11. Avant le début de l$étude principale, une étude préliminaire de détermina
tion des concentrations est généralement nécessaire. Plus complète qu$une 
étude d$observation, elle n$est pas limitée par le choix des concentrations. 
Les connaissances acquises grâce à une étude préliminaire de détermination 
des concentrations peuvent conduire à la réussite de l$étude principale. En 
effet, une telle étude peut fournir des informations techniques sur les 
méthodes d$analyse, la taille des particules, la découverte de mécanismes 
de toxicité, les données histopathologiques et de pathologie clinique, et les 
estimations de la concentration sans effet nocif observé (CSENO) et de la 
concentration maximale acceptable (CMA) dans une étude principale. Le 
directeur d$étude peut décider de s$appuyer sur une étude préliminaire de 
détermination des concentrations pour identifier: le seuil d$irritation de l$ap
pareil respiratoire (par exemple avec une histopathologie de l$appareil 
respiratoire, des tests de la fonction pulmonaire ou des lavages bronchoal
véolaires), la concentration la plus élevée tolérée par les animaux sans 
provoquer de stress excessif, et les paramètres qui permettront de caracté
riser au mieux la toxicité de la substance d$essai. 

12. Une étude préliminaire de détermination des concentrations peut comporter 
un ou plusieurs niveaux de concentration. Selon les effets à mesurer retenus, 
trois à six mâles et trois à six femelles sont exposés à chaque niveau de 
concentration. La durée d$une étude préliminaire de détermination des 
concentrations est d$au minimum 5 jours et ne pas excéder 28 jours en 
général. Il convient d$exposer dans le rapport d$étude les raisons du choix 
des concentrations retenues pour l$étude principale, dont l$objet est de 
démontrer une relation concentration-réponse basée sur l$effet mesuré le 
plus sensible auquel on s$attend. La concentration la plus faible n$engendre 
en principe aucune manifestation de toxicité, tandis que la concentration la 
plus élevée permet d$obtenir une toxicité sans équivoque, sans causer de 
stress excessif chez les animaux ni affecter leur longévité (3). 
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13. Lors du choix des niveaux de concentration pour l$étude préliminaire de 
détermination des concentrations, toutes les informations disponibles sont 
prises en compte, y compris les relations structure-activité et les données 
correspondant à des produits chimiques analogues (voir paragraphe 3). Une 
étude préliminaire de détermination des concentrations peut confirmer ou 
réfuter le choix des effets mesurés les plus sensibles selon des critères 
mécanistiques, comme l$inhibition de la cholinestérase par des composés 
organophosphorés, la formation de méthémoglobine par des agents cyto
toxiques d$isomérie érythro, les hormones thyroïdiennes (T 3 , T 4 ) dans le 
cas de thyrotoxiques, les protéines, la LDH, ou les neutrophiles dans les 
lavages bronchoalvéolaires dans le cas de particules inoffensives faiblement 
solubles ou d$aérosols irritants pour les poumons. 

Étude principale 

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

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

� le niveau de concentration élevé produit des effets toxiques sans engen
drer de signes persistants ou la mort, ce qui empêcherait une évaluation 
valable des résultats, 

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

� le niveau de concentration faible ne produit quasiment aucune manifes
tation de toxicité. 

Sacrifices en cours d"essai 

16. Si l$on envisage le sacrifice d$animaux en cours d$essai, il faut accroître le 
nombre d$animaux exposés à chaque niveau de concentration du nombre 
prévu d$animaux sacrifiés avant la fin de l$épreuve. Le recours aux sacri
fices en cours d$essai est justifié, et les analyses statistiques en tiennent 
dûment compte. 
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Étude satellite (étude de réversibilité) 

17. Une étude de réversibilité peut être utilisée pour mettre en évidence le 
caractère réversible, persistant ou retardé de la toxicité, pour une période 
post-traitement d$une durée appropriée d$au minimum 14 jours. Les groupes 
satellites sont constitués de dix mâles et de dix femelles exposés en même 
temps que les animaux d$expérience de l$étude principale. Ils sont exposés à 
la concentration la plus élevée de la substance d$essai. Il convient également 
de faire appel à un témoin parallèle (air) et, le cas échéant, à un témoin du 
véhicule (voir paragraphe 18). 

Animaux témoins 

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

CONDITIONS D$EXPOSITION 

Administration des concentrations 

19. Les animaux sont exposés à la substance d$essai présentée sous forme de 
gaz, de vapeur, d$aérosol ou sous une forme mixte. L$état physique à tester 
dépend des propriétés physico-chimiques de la substance, des concentrations 
choisies, et/ou de la forme physique sous laquelle il est le plus probable 
qu$elle se présente lors de sa manipulation et de son utilisation. Les subs
tances d$essai chimiquement réactives ou hygroscopiques sont testées sous 
air sec. On prendra soin d$éviter les concentrations susceptibles de provo
quer une explosion. Les matières particulaires peuvent être soumises à des 
procédés mécaniques afin de réduire la taille des particules. Pour plus d$in
formations, se reporter au document d$orientation 39 (2). 

Répartition granulométrique 

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

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

CONTRÔLE DES CONDITIONS D$EXPOSITION 

Débit d"air dans la chambre d"exposition 

22. Le débit d$air dans la chambre d$exposition est contrôlé avec soin, surveillé 
en continu et enregistré au moins toutes les heures pendant chaque exposi
tion. Le suivi en temps réel de la concentration de l$atmosphère d$essai (ou 
stabilité temporelle) constitue une mesure complète de tous les paramètres 
dynamiques et fournit un moyen indirect de contrôler tous les paramètres 
d$inhalation dynamiques pertinents. Si la concentration est suivie en temps 
réel, la fréquence peut être ramenée à une seule mesure du débit de l$air par 
exposition et par jour. On prendra particulièrement soin d$éviter toute 
re-respiration dans les chambres d$exposition «nez seul». La concentration 
d$oxygène est d$au moins 19 % et celle de dioxyde de carbone ne dépasse 
pas 1 %. Si ces conditions ne peuvent être respectées, les concentrations 
d$oxygène et de dioxyde de carbone sont mesurées. Si les mesures du 
premier jour d$exposition montrent que la concentration de ces gaz est 
appropriée, aucune mesure complémentaire ne devrait être nécessaire. 

Température et humidité relative de la chambre d"exposition 

23. La température de la chambre d$exposition est maintenue à 22 ± 3 °C. Dans 
les cas d$exposition «nez seul» et «corps entier», l$humidité relative dans la 
zone où respire l$animal est autant que possible surveillée en continu et 
enregistrée toutes les heures pendant chaque exposition. L$humidité relative 
est de préférence comprise entre 30 et 70 %. Il est possible que ce taux ne 
puisse être atteint (par exemple lorsque la substance d$essai se présente sous 
forme de solution aqueuse), ou qu$il ne puisse être mesuré en raison d$inter
férences de la substance avec la méthode d$essai. 

Substance d"essai: concentration nominale 

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

Substance d"essai: concentration réelle 

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

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

27. L$atmosphère d$exposition est maintenue constante autant que possible. Un 
dispositif de suivi en temps réel, tel qu$un photomètre à aérosol pour les 
aérosols ou un analyseur d$hydrocarbures totaux pour les vapeurs, peut être 
utilisé pour démontrer la stabilité des conditions d$exposition. La concen
tration réelle dans la chambre est mesurée au moins 3 fois chaque jour 
d$exposition et pour chaque niveau d$exposition. En cas d$impossibilité en 
raison de débits d$air limités ou de faibles concentrations, l$utilisation d$un 
échantillon par période d$exposition est acceptable. En principe, cet échan
tillon est alors recueilli pendant la totalité de la période d$exposition. Les 
écarts entre la concentration dans chaque chambre et la concentration 
moyenne n$excédent pas ± 10 % pour les gaz et vapeurs et ± 20 % pour 
les aérosols liquides ou solides. Il convient de calculer et de noter le temps 
d$équilibre dans la chambre d$exposition (t 95 ). La durée d$une exposition 
couvre le temps de production de la substance d$essai, y compris le temps 
nécessaire pour l$égalisation des concentrations dans la chambre d$exposi
tion (t 95 ) et leur déclin. Des indications pour l$estimation de t 95 sont fournies 
dans le document d$orientation 39 (2). 

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

Substance d"essai: répartition granulométrique 

29. La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum 
chaque semaine pour chaque niveau de concentration, à l$aide d$un impac
teur en cascade ou d$un autre instrument, comme un spectromètre de mesure 
de la taille des particules aérodynamiques (APS). Si les résultats obtenus 
avec l$impacteur en cascade et l$autre instrument se révèlent équivalents, ce 
dernier peut être utilisé tout au long de l$étude. 
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30. Pour confirmer la capacité de recueil des particules de l$outil principal, 
un second instrument devra être utilisé en parallèle, par exemple un filtre 
gravimétrique ou un barboteur à gaz/impacteur. La concentration massique 
obtenue par l$analyse granulométrique se rapproche, dans des limites raison
nables, de celle obtenue par l$analyse sur filtre, voir document d$orientation 
39 (2). Si pour toutes les concentrations testées, cette équivalence est établie 
au début de la phase d$étude, il n$est pas nécessaire d$effectuer des mesures 
de confirmation dans la suite de l$étude. Pour le bien-être des animaux, il 
convient de réduire au minimum les données douteuses qui nécessiteraient 
de répéter l$essai. 

31. Une répartition granulométrique est effectuée dans le cas des vapeurs, s$il 
est possible qu$une condensation de la vapeur conduise à la formation d$un 
aérosol, ou si des particules sont détectées dans une atmosphère de vapeur 
susceptible de présenter des phases mixtes. 

OBSERVATIONS 

32. Un examen clinique attentif des animaux est pratiqué avant, pendant, et 
après la période d$exposition. Des observations plus fréquentes peuvent 
être réalisées en fonction de la réponse des animaux pendant l$exposition. 
Lorsque l$observation des animaux s$avère difficile en raison des tubes de 
contention, du mauvais éclairage des chambres d$exposition «corps entier» 
ou d$atmosphères opaques, les animaux seront observés attentivement après 
l$exposition. Les observations effectuées avant l$exposition du lendemain 
peuvent permettre d$estimer une éventuelle réversibilité ou exacerbation 
des effets toxiques. 

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

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

POIDS CORPOREL 

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

CONSOMMATION DE NOURRITURE ET D$EAU 

36. La quantité de nourriture consommée est mesurée une fois par semaine. La 
consommation d$eau peut également l$être. 

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 429



 

PATHOLOGIE CLINIQUE 

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

38. Le tableau 1 énumère les paramètres de pathologie clinique généralement 
requis pour toutes les études toxicologiques. Une analyse d$urine n$est pas 
nécessaire en règle générale, mais peut être réalisée si on l$estime utile 
d$après la toxicité probable ou observée. Afin de mieux caractériser la 
toxicité de la substance d$essai, le directeur de l$étude peut faire appel à 
d$autres paramètres (cholinestérase, lipides, hormones, équilibre 
acido-basique, méthémoglobine ou corps de Heinz, créatine kinase, 
rapport myéloïde/érythroïde, troponines, gaz du sang, lactate déshydrogé
nase, sorbitol déshydrogénase, glutamate déshydrogénase, gamma glutamyl 
transpeptidase, etc.). 

Tableau 1 

Paramètres standards de pathologie clinique 

Hématologie 

Nombre d$érythrocytes 

Hématocrite 

Concentration d$hémoglobine 

Teneur corpusculaire moyenne en 
hémoglobine 

Volume corpusculaire moyen 

Concentration corpusculaire moyenne 
d$hémoglobine 

Réticulocytes 

Nombre total de leucocytes 

Différentiel leucocytaire 

Nombre de plaquettes sanguines 

Potentiel de coagulation (en 
choisir un): 

� Temps de prothrombine 

� Temps de coagulation 

� Temps de thromboplastine 
partielle 

Chimie clinique 

Glucose (*) 

Cholestérol total 

Triglycérides 

Azote uréique dans le sang 

Bilirubine totale 

Créatinine 

Protéines totales 

Albumine 

Globuline 

Alanine aminotransférase 

Aspartate aminotransférase 

Phosphatase alcaline 

Potassium 

Sodium 

Calcium 

Phosphore 

Chlorure 

Analyse d$urine (facultative) 

Apparence (couleur et turbidité) 

Volume 

Densité ou osmolarité 

pH 

Protéines totales 

Glucose 

Sang/cellules sanguines 

(*) Le directeur d$étude décidera si une période de jeûne est nécessaire ou non pour 
les animaux, une longue période de jeûne pouvant conduire à des mesures de 
glucose partiellement erronées pour les animaux traités par rapport aux animaux 
témoins. La période de jeûne est appropriée à l$espèce utilisée: pour le rat, elle 
peut être de 16 heures environ (jeûne pendant la nuit). La détermination de la 
glycémie à jeun peut être effectuée après la période de jeûne de la nuit, pendant la 
dernière semaine d$exposition, ou après la période de jeûne de la nuit précédant 
l$autopsie (avec, dans ce dernier cas, tous les autres paramètres de pathologie 
clinique). 
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39. Quand il est prouvé que les voies respiratoires basses (c$est-à-dire les 
alvéoles pulmonaires) sont le principal site de dépôt et de rétention, le 
lavage broncho-alvéolaire (LBA) peut alors être la technique de choix 
pour effectuer une analyse quantitative des paramètres de la relation 
dose-effet basée sur les hypothèses, en se concentrant sur l$alvéolite, l$in
flammation pulmonaire et la phospholipidose. Ceci permet d$étudier conve
nablement l$évolution de la relation dose-effet et du décours temporel d$une 
lésion alvéolaire. Le fluide du LBA peut être analysé en se basant sur le 
nombre total et différentiel de leucocytes, les protéines totales et la lactate 
déshydrogénase. D$autres paramètres peuvent également être considérés, 
comme ceux mettant en évidence une lésion lysosomale, une phospholipi
dose, une fibrose, une inflammation allergique ou irritante, laquelle peut 
inclure la détermination de cytokines ou de chimiokines 
pro-inflammatoires. Les mesures liées au LBA complètent souvent les résul
tats des examens histopathologiques sans toutefois s$y substituer. Des indi
cations sur la manière de réaliser un lavage de poumon sont disponibles 
dans le document d$orientation 39 (2). 

EXAMEN OPHTALMOLOGIQUE 

40. À l$aide d$un ophthalmoscope ou d$un dispositif équivalent, un examen 
ophthalmologique du fond d$#il, des milieux de réfraction, de l$iris et de 
la conjonctivite est effectué avant l$administration de la substance d$essai 
pour tous les animaux, et au terme de l$étude pour tous les groupes témoins 
et groupes exposés à la concentration élevée. Si des changements dans les 
yeux sont décelés, tous les animaux des autres groupes sont examinés, y 
compris le groupe satellite (étude de réversibilité). 

MACROPATHOLOGIE ET POIDS DES ORGANES 

41. Tous les animaux d$expérience, y compris ceux morts au cours de l$essai et 
ceux écartés de l$étude pour des raisons de bien-être animal, subissent une 
exsanguination complète (si cela est possible) et une autopsie macrosco
pique. Il convient d$enregistrer le délai entre la fin de la dernière exposition 
de chaque animal et leur sacrifice. Lorsqu$un animal est découvert mort et 
que son autopsie n$est pas réalisable immédiatement, l$animal est réfrigéré 
(mais non congelé) à une température suffisamment basse pour minimiser 
l$autolyse. Les autopsies sont réalisées le plus tôt possible, en général dans 
un délai d$un à deux jours. Tous les changements macropathologiques sont 
enregistrés pour chaque animal en prêtant particulièrement attention aux 
voies respiratoires. 

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

Organes et tissus à conserver lors de l"autopsie macroscopique 

Aorte 

[Bulbe olfactif] 

Cæcum 

Capsules surrénales 

Cerveau (y compris segments d$hémisphères, 
cervelet et bulbe rachidien/pont) 

C$ur 

Côlon 

Dents 

Duodénum 

[Épididymes] 

Fémur avec articulation 

Foie 

Ganglions lymphatiques (distaux par rapport 
au site d$entrée) 

Ganglions lymphatiques depuis la région 
hilaire du poumon, en particulier pour les 
substances particulaires peu solubles. Pour 
des examens plus approfondis et/ou des 
études à but immunologique, d$autres 
ganglions lymphatiques peuvent être envisa
gés, comme ceux des régions médiastinale, 
cervicale/submandibulaire et/ou auriculaire. 

[Glandes de Harder] 

[Glandes lacrymales (extraorbitales)] 

Estomac 

Glande mammaire (femelles) 

Glandes salivaires 

Hypophyse 

Iléon 

Jénunum 

[Langue] 

Larynx (3 niveaux, dont la base de l$épi
glotte) 

Moelle épinière (niveaux cervical, mésothora
cique et lombaire) 

Moelle osseuse (et/ou un aspirat frais) 

Muscle (cuisse) 

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

!sophage 

Ovaires 

Pancréas 

Parathyroïdes 

Peau 

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

Prostate 

Rate 

Rectum 

Reins 

Sternum 

Testicules 

Thymus 

Thyroïde 

Tissus nasopharyngés [au moins 4 niveaux; 
1 niveau comprenant le conduit nasopharyn
gien et le tissu lymphoïde associé à la 
muqueuse nasale (NALT)] 

Trachée (au moins 2 niveaux comprenant 1 
coupe longitudinale le long de la carène et 1 
coupe transversale) 

[Uretère] 

[Urètre] 

Utérus 

Vésicule biliaire (si présente) 

Vésicules séminales 

Vessie 

[Yeux (rétine, nerf optique) et paupières] 

Organes cibles 

Toutes les masses et lésions macroscopiques 

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 432



 

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

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

HISTOPATHOLOGIE 

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

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Données 

46. Pour chacun des animaux, les données suivantes sont fournies: poids corpo
rel, consommation de nourriture, pathologie clinique, pathologie macrosco
pique, poids des organes et histopathologie. Les résultats des observations 
cliniques sont résumés sous la forme de tableaux et indiquent pour chaque 
groupe d$essai: le nombre d$animaux utilisés, le nombre d$animaux présen
tant des signes spécifiques de toxicité, le nombre d$animaux retrouvés morts 
au cours de l$essai ou euthanasiés, l$heure de la mort de chacun des 
animaux, la description et l$évolution dans le temps des effets toxiques 
ainsi que leur réversibilité, et les conclusions de l$autopsie. Tous les résul
tats, quantitatifs et fortuits, sont évalués à l$aide d$une méthode statistique 
appropriée. Toute méthode statistique généralement reconnue peut être utili
sée; il y a lieu de sélectionner les méthodes statistiques au stade de la 
conception de l$étude. 

Rapport d"essai 

47. Le rapport d$essai contient, s$il y a lieu, les renseignements suivants: 

Animaux d!expérience et conditions d!élevage 

� Description des conditions d$encagement, y compris: nombre (ou évolu
tion du nombre) d$animaux par cage, matériel de litière, température 
ambiante et taux d$humidité relative, photopériode et identification du 
régime alimentaire. 

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 433



 

� Espèces/souches utilisées et justification éventuelle de l$utilisation d$une 
espèce autre que le rat. Des données sources et historiques peuvent être 
fournies si elles correspondent à des animaux soumis à des conditions 
d$exposition, d$encagement et de jeûne similaires. 

� Nombre, âge et sexe des animaux. 

� Méthode de randomisation. 

� Description d$un éventuel conditionnement préalable à l$essai, tel que 
régime alimentaire, quarantaine ou traitement de maladie. 

Substance d!essai 

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

� Données d$identification et numéro CAS (Chemical Abstract Services) 
s$il est connu. 

Véhicule 

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

� Données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n$inter
fère pas avec les résultats de l$étude. 

Chambre d!inhalation 

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

� Source et description de l$équipement utilisé pour l$exposition des 
animaux et pour la production de l$atmosphère. 

� Équipement utilisé pour mesurer la température, l$humidité, la granulo
métrie et la concentration réelle. 

� Source d$air et système de climatisation utilisé. 

� Méthodes utilisées pour étalonner l$équipement afin d$assurer l$homogé
néité de l$atmosphère d$essai. 

� Différence de pression (positive ou négative). 

� Orifices d$exposition par chambre («nez seul») ou emplacement des 
animaux dans la chambre («corps entier»). 

� Stabilité de l$atmosphère d$essai. 

� Situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage 
de l$atmosphère d$essai dans la chambre d$exposition. 

� Traitement de l$air fourni/évacué. 

� Débits d$air, débit d$air/orifice d$exposition («nez seul») ou rapport du 
volume de l$animal à la chambre («corps entier»). 

� Temps nécessaire pour atteindre l$équilibre dans la chambre d$exposition 
(t 95 ). 

� Nombre de changements de volume par heure. 

� Doseurs (s$il y en a). 

Données concernant l!exposition 

� Justification du choix de la concentration cible dans l$étude principale. 
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� Concentrations nominales (masse totale de la substance d$essai produite 
dans la chambre d$inhalation, divisée par le volume d$air traversant la 
chambre). 

� Concentrations réelles de la substance d$essai obtenues dans la zone où 
respirent les animaux; pour les mélanges à tester produisant des formes 
physiques hétérogènes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des constituants 
peut être analysé séparément. 

� Toutes les concentrations atmosphériques sont rapportées en unités de 
masse (mg/l, mg/m 3 , etc.) plutôt qu$en unités de volume (ppm, ppb, 
etc.). 

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

Conditions expérimentales 

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

� Description (si possible avec schéma) de l$équipement utilisé pour 
produire l$atmosphère d$essai et pour exposer les animaux à celle-ci. 

� Détails sur l$équipement utilisé pour contrôler la température et le taux 
d$humidité de la chambre ainsi que le débit d$air dans la chambre 
(réalisation d$une courbe d$étalonnage). 

� Détails sur l$équipement utilisé pour recueillir les échantillons servant à 
déterminer les concentrations dans la chambre et la répartition granulo
métrique. 

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

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

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

� Justification du choix des concentrations d$essai. 

Résultats 

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

� Tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la 
chambre d$inhalation. 

� Tableau de données sur la taille des particules, notamment données 
analytiques sur le prélèvement d$échantillons, la répartition granulomé
trique et les calculs du DAMM et de  g . 

� Tableau de données sur les réponses et le niveau de concentration pour 
chaque animal (c$est-à-dire nombre d$animaux montrant des signes de 
toxicité, y compris de mortalité, et nature, sévérité, moment d$apparition 
et durée des effets). 
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� Tableau du poids de chacun des animaux. 

� Tableau de la consommation de nourriture. 

� Tableau des résultats de pathologie clinique. 

� Pour chaque animal, résultats de l$autopsie et observations histopatho
logiques disponibles. 

Discussion et interprétation des résultats 

� Un effort particulier est consacré à la description des méthodes utilisées 
pour répondre aux critères de la présente méthode d$essai, par exemple 
en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules. 

� La respirabilité des particules est abordée à la lumière des résultats 
d$ensemble, en particulier si les critères de taille des particules n$ont 
pu être remplis. 

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

� La cause probable de la mort et le mode d$action prédominant (systé
mique ou local) sont abordés. 

� Une explication est apportée s$il a fallu euthanasier des animaux qui 
souffraient ou montraient des signes de détresse sévère et persistante, en 
se basant sur les critères du document d$orientation de l$OCDE sur les 
effets mesurés éthiquement acceptables (3). 

� Le ou les organes cibles sont identifiés. 

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

DÉFINITION 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 
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B.30. ÉTUDES DE TOXICITÉ CHRONIQUE 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d$essai est équivalente à la ligne directrice 452 de 
l$OCDE pour les essais de produits chimiques (2009). La ligne directrice 
452 initiale avait été adoptée en 1981. La révision de cette méthode B.30 a 
été jugée nécessaire afin de tenir compte des évolutions récentes dans le 
domaine du bien-être animal, ainsi que des nouvelles exigences réglemen
taires (1) (2) (3) (4). La mise à jour de la méthode d$essai B.30 a été 
effectuée en parallèle avec la révision des chapitres B.32 (Études de cancé
rogenèse) et B.33 (Études combinées de toxicité chronique et de cancéro
genèse) de la présente annexe, dans le but d$obtenir des informations addi
tionnelles à partir des animaux utilisés dans l$étude, et de fournir des préci
sions concernant le choix des doses. La présente méthode d$essai vise les 
essais portant sur une large gamme de produits chimiques, dont des pesti
cides et des produits chimiques industriels. 

2. La plupart des études de toxicité chronique étant menées sur des espèces de 
rongeurs, la présente méthode d$essai est destinée à s$appliquer principale
ment à des études réalisées avec ces espèces. S$il s$avérait nécessaire de 
mener de telles études avec des non-rongeurs, les principes et procédures 
décrits dans la présente méthode d$essai et dans le chapitre B.27 de la 
présente annexe (Toxicité orale à doses répétées " non-rongeurs: 90 jours) 
(5) pourront aussi être appliqués, moyennant des modifications appropriées, 
comme indiqué dans le document d$orientation de l$OCDE n o 116 sur 
l$élaboration et la conduite des études de toxicité chronique et de cancéro
genèse (6). 

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

4. La présente méthode d$essai porte essentiellement sur l$exposition par voie 
orale, la voie la plus communément utilisée dans les études de toxicité 
chronique. Bien que des études de toxicité chronique à long terme utilisant 
l$exposition par voie cutanée ou par inhalation puissent aussi être néces
saires pour évaluer le risque pour la santé humaine et/ou exigées en vertu de 
certains régimes réglementaires, ces deux voies d$exposition nécessitent des 
dispositifs techniques d$une grande complexité. De telles études devront être 
conçues au cas par cas, encore que la présente méthode d$essai, qui porte 
sur la caractérisation et l$évaluation de la toxicité chronique par voie orale, 
puisse fournir les bases d$un protocole d$étude par voie cutanée et/ou l$inha
lation, notamment en ce qui concerne les recommandations relatives aux 
durées de traitement, aux paramètres cliniques et pathologiques, etc. Il existe 
des documents d$orientation de l$OCDE sur l$administration expérimentale 
de substances d$essai par inhalation (6) (7) et par voie cutanée (6). Les 
chapitres B.8 (8) et B.29 (9) de la présente annexe, ainsi que le document 
d$orientation de l$OCDE sur les essais de toxicité aiguë par inhalation (7) 
doivent en particulier être consultés lors de la conception d$études à plus 
long terme portant sur une exposition par inhalation. Le chapitre B.9 de la 
présente annexe (10) doit être consulté dans le cas d$un essai par voie 
cutanée. 
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5. L$étude de toxicité chronique donne des éléments d$information sur les 
risques pour la santé susceptibles de découler d$une exposition répétée sur 
une portion considérable de la durée de vie des espèces employées. L$étude 
fournit des informations sur les effets toxiques de la substance d$essai, et 
indiquera les organes cibles et la possibilité d$accumulation dans ces 
organes. Elle peut aussi donner une estimation de la dose sans effet nocif 
observé, qui permet d$établir les critères de sécurité concernant l$exposition 
humaine. De plus, il convient d$accorder une attention particulière à l$ob
servation clinique des animaux afin d$obtenir le plus d$informations possi
ble. 

6. Les objectifs des études couvertes par la présente méthode d$essai sont les 
suivants: 

� identification de la toxicité chronique d$une substance d$essai, 

� identification des organes cibles, 

� caractérisation de la relation dose-effet, 

� identification d$un niveau de dose sans effet nocif observé (DSENO) ou 
du point de départ pour l$établissement d$une dose de référence (DR), 

� prévision des effets de toxicité chronique aux niveaux représentatifs de 
l$exposition humaine, 

� obtention de données permettant de vérifier les hypothèses concernant le 
mode d$action (6). 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

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

8. Les méthodes statistiques les plus appropriées pour l$analyse des résultats, 
compte tenu du plan expérimental et des objectifs de l$étude, sont identifiées 
avant le début de l$étude. Il convient notamment de déterminer si les statis
tiques doivent prendre en compte l$ajustement en fonction de la survie et 
l$analyse effectuée en cas de mort prématurée des animaux d$un ou 
plusieurs groupes. On trouvera des indications concernant les analyses statis
tiques appropriées, ainsi que des références clés à des méthodes statistiques 
reconnues au plan international, dans le document d$orientation n o 116 (6) 
ainsi que dans le document d$orientation n o 35 sur l$analyse et l$évaluation 
des études de toxicité chronique et de cancérogenèse (15). 
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9. Lors de la réalisation d$une étude de toxicité chronique, il est recommandé 
de toujours suivre les principes et considérations énoncés dans le document 
d$orientation n o 19 de l$OCDE sur la reconnaissance, l$évaluation et l$uti
lisation des signes cliniques en tant qu$effets mesurés éthiquement accepta
bles dans les expérimentations animales menées à des fins d$évaluation de la 
sécurité (16). Le paragraphe 62 de ce document, en particulier, stipule ce qui 
suit: «Dans les études comportant l!administration de doses répétées, 
lorsqu'un animal présente des signes cliniques progressifs de détérioration 
de son état, une décision d!euthanasier ou non l!animal est prise en 
connaissance de cause. Cette décision met en balance des facteurs tels 
que la valeur des informations pouvant être obtenues en maintenant 
l!animal dans l!étude d!une part, et l!état général de celui-ci d!autre 
part. Si la décision est prise de poursuivre l!essai sur cet animal, la 
fréquence des observations est augmentée selon les besoins. Il est aussi 
possible, sans toutefois nuire à l!objectif de l!essai, d!interrompre l!admi
nistration de la substance d!essai pour soulager la douleur ou la détresse 
de l!animal, ou de réduire la dose testée.» 

10. On trouvera des informations détaillées et une discussion sur les principes 
déterminant le choix des doses pour les études de toxicité chronique et de 
cancérogenèse dans le document d$orientation n o 116 (6) ainsi que dans 
deux publications de l$Institut international des sciences de la vie (17) 
(18). La stratégie de base pour le choix des doses dépend du ou des objec
tifs principaux de l$étude (paragraphe 6). En choisissant des niveaux de dose 
appropriés, il convient de trouver un équilibre entre, d$une part, l$identifi
cation des dangers et, d$autre part, la caractérisation des réponses aux faibles 
doses et leur pertinence. Cet équilibre est particulièrement nécessaire dans le 
cas où une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenèse (cha
pitre B.33 de la présente annexe) est menée (paragraphe 11). 

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

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

PRINCIPE DE L$ESSAI 

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

Choix des espèces animales 

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

15. La présente méthode d$essai se rapporte essentiellement au rat, mais d$autres 
espèces de rongeurs, comme la souris, peuvent être utilisées. Les rats et les 
souris sont les modèles expérimentaux choisis de préférence, en raison de 
leur courte durée de vie, de leur utilisation fréquente dans les études phar
macologiques et toxicologiques, de leur sensibilité à l$induction de tumeurs, 
et de la disponibilité de souches suffisamment caractérisées. Ces caractéris
tiques permettent d$obtenir une grande quantité d$informations sur la physio
logie et la pathologie de ces animaux. Il convient d$employer de jeunes 
animaux adultes sains, de souches communément utilisées dans les labora
toires. L$étude de toxicité chronique sera effectuée de préférence sur des 
animaux de même souche et de même provenance que ceux utilisés dans 
l$étude (les études) de toxicité préliminaire(s) de plus courte durée. Les 
femelles sont nullipares et non gravides. 

Conditions d"hébergement et d"alimentation 

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

Préparation des animaux 

17. Il convient d$utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions de labo
ratoire depuis au moins 7 jours, et n$ayant jamais été soumis auparavant à 
des protocoles expérimentaux. Dans le cas des rongeurs, l$administration de 
la substance commence dès que possible après le sevrage et l$acclimatation, 
et de préférence avant l$âge de 8 semaines. L$espèce, la souche, la prove
nance, le sexe, le poids et l$âge des animaux d$expérience sont précisés. Au 
début de l$étude, la variation de poids des animaux de chaque sexe est 
minimale, et n$excède pas ± 20 % du poids moyen de tous les animaux 
étudiés, et ce pour chaque sexe séparément. Les animaux sont affectés de 
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manière aléatoire aux différents groupes (témoins et traités). Après la rando
misation, les poids moyens des groupes de chaque sexe ne présentent pas de 
différences significatives. En cas de différences statistiquement significa
tives, la phase de randomisation est répétée dans la mesure du possible. 
Chaque animal reçoit un numéro d$identification unique et en est marqué 
de manière permanente par tatouage, implant de micro-puce ou toute autre 
méthode appropriée. 

PROTOCOLE 

Nombre et sexe des animaux 

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

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

19. L$étude peut prévoir le sacrifice d$animaux en cours d$étude (au moins 10 
animaux de chaque sexe par groupe), par exemple à 6 mois, afin de 
recueillir des données sur la progression des changements toxicologiques 
et des informations mécanistiques, si cela est scientifiquement justifié. Si 
l$on dispose déjà de ces données, obtenues antérieurement lors d$études de 
toxicité à doses répétées sur la substance d$essai, les sacrifices en cours 
d$étude peuvent ne pas être scientifiquement justifiés. Des groupes satellites 
peuvent également être constitués, afin de contrôler la réversibilité des éven
tuelles altérations toxicologiques induites par la substance chimique étudiée. 
En général, ces investigations portent uniquement sur les doses maximales 
de l$étude et sur le groupe témoin. Un groupe supplémentaire d$animaux 
sentinelles (généralement 5 animaux de chaque sexe) peut être inclus si 
nécessaire pour le suivi de l$état pathologique au cours de l$étude (22). Si 
des sacrifices en cours d$étude ou l$inclusion de groupes sentinelles ou 
satellites sont prévus, le nombre d$animaux utilisés dans l$étude est 
augmenté du nombre d$animaux que l$on prévoit de sacrifier avant l$achè
vement de l$étude. Ces animaux sont normalement sujets aux mêmes obser
vations que ceux soumis à la phase de toxicité chronique de l$étude princi
pale, notamment en ce qui concerne le poids corporel, la prise d$aliments et 
d$eau, les mesures hématologiques et de biochimie clinique et les examens 
pathologiques. Toutefois, des dispositions peuvent aussi être prises (dans les 
groupes d$animaux sacrifiés en cours d$étude) pour limiter ces observations 
à des mesures essentielles spécifiques telles que la neurotoxicité ou l$immu
notoxicité. 

Groupes de dose et dosage 

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

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 443



 

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

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

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

24. Les intervalles entre les doses dépendront des caractéristiques de la subs
tance d$essai, et ne peuvent donc pas être prescrits dans la présente méthode 
d$essai, mais des intervalles correspondant à un facteur 2 ou 4 sont souvent 
les plus appropriés entre les doses décroissantes, et l$inclusion d$un 
quatrième groupe d$essai est souvent préférable à la fixation de très 
grands intervalles (correspondant par exemple à un facteur de plus de 6 à 
10) entre les doses. En général, les facteurs supérieurs à 10 sont évités, et 
leur utilisation fait l$objet d$une justification. 

25. Comme le précise le document d$orientation n o 116 (6), les facteurs à 
prendre en compte dans le choix des doses sont notamment les suivants: 

� non-linéarités ou points d$inflexion connus ou supposés de la courbe 
dose-réponse, 

� toxicocinétique et gammes de doses auxquelles l$induction métabolique, 
la saturation ou la non-linéarité entre des doses externes et internes 
surviennent ou non, 

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

� aspects principaux (ou présumés) du mode d$action, par exemple doses 
auxquelles une cytotoxicité commence à se manifester, les dosages 
hormonaux sont perturbés, les mécanismes homéostatiques sont dépas
sés, etc., 

� régions de la courbe dose-réponse nécessitant une estimation particuliè
rement précise, par exemple dans le domaine de la DR prévue ou d$un 
seuil présumé, 

� prise en compte des niveaux prévus d$exposition humaine. 
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26. Le groupe témoin est un groupe non-traité ou un groupe recevant le véhicule 
si la substance d$essai est administrée dans un véhicule. Exception faite de 
l$administration de la substance d$essai, les animaux du groupe témoin sont 
traités de la même manière que ceux des groupes d$essai. Si un véhicule est 
employé, on administrera au groupe témoin le plus grand volume de véhi
cule utilisé pour les groupes traités. Si la substance d$essai est incorporée 
aux aliments et entraîne une diminution sensible de la prise de nourriture 
liée à une moindre appétence de celle-ci, il pourra être utile d$utiliser un 
groupe témoin supplémentaire nourri en parallèle, qui constituerait un 
témoin plus approprié. 

27. S$il est possible d$anticiper, en se basant sur les résultats d$études prélimi
naires, qu$un essai à dose unique, équivalant au moins à 1 000 mg/kg poids 
corporel/jour, réalisé en suivant les procédures décrites pour la présente 
étude, ne produira probablement pas d$effets indésirables, et si la toxicité 
est improbable compte tenu des données disponibles sur les substances 
chimiques structurellement apparentées, on peut considérer qu$une étude 
complète à trois niveaux de dose n$est pas indispensable. Une limite de 
1 000 mg/kg poids corporel/jour peut s$appliquer sauf si l$exposition 
humaine indique qu$il est nécessaire de recourir à un niveau de dose plus 
élevé. 

Préparation des doses et administration de la substance d"essai 

28. La substance d$essai est normalement administrée par voie orale, soit dans la 
nourriture ou l$eau de boisson, soit par gavage. Des informations complé
mentaires sur les voies et méthodes d$administration figurent dans le docu
ment d$orientation n o 116 (6). La voie et le mode d$administration dépen
dent de la finalité de l$étude, des propriétés physico-chimiques de la subs
tance d$essai, de sa biodisponibilité, ainsi que de la voie et du mode prédo
minants d$exposition humaine. Il convient de justifier le choix de la voie et 
du mode d$administration. Dans l$intérêt des animaux, le gavage oral n$est 
normalement choisi que pour les substances pour lesquelles cette voie et ce 
mode d$administration correspondent à une voie d$exposition potentielle 
raisonnable chez l$homme (produits pharmaceutiques, par exemple). Dans 
le cas des produits chimiques alimentaires ou environnementaux, notamment 
les pesticides, l$administration se fait d$ordinaire via le régime alimentaire 
ou l$eau de boisson. Toutefois, dans certains contextes, tels que l$exposition 
professionnelle, l$administration par d$autres voies peut être plus appropriée. 

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

30. Il importe de veiller à ce que les quantités de substances administrées dans 
les aliments ou l$eau de boisson n$interfèrent pas avec la nutrition ou avec 
l$équilibre hydrique. Dans les études de toxicité à long terme faisant inter
venir une administration par voie alimentaire, la concentration de la subs
tance d$essai dans les aliments ne dépasse pas normalement 5 % de la ration 
totale, afin d$éviter les déséquilibres nutritionnels. Si la substance d$essai est 
incorporée à la nourriture, on peut utiliser soit une concentration alimentaire 
constante (mg/kg d$aliment ou ppm), soit un niveau de dose constant par 
rapport au poids corporel de l$animal (mg/kg de poids corporel), calculé sur 
une base hebdomadaire. La solution choisie est spécifiée. 
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31. En cas d$administration par voie orale, les animaux reçoivent une dose 
quotidienne de la substance d$essai (à raison de sept jours par semaine), 
et ce normalement pendant une période de 12 mois (voir également le 
paragraphe 33) encore qu$une durée plus longue puisse être requise selon 
les prescriptions réglementaires. Tout autre régime de dosage, par exemple 
une administration cinq jours par semaine, fait l$objet d$une justification. En 
cas d$administration par voie cutanée, les animaux reçoivent normalement le 
traitement pendant au moins 6 heures par jour, 7 jours par semaine, comme 
le précise le chapitre B.9 de la présente annexe (10), et ce pendant une 
période de 12 mois. L$exposition par inhalation est réalisée pendant 6 heures 
par jour, 7 jours par semaine, mais il est possible, si cela se justifie, de 
limiter l$exposition à 5 jours par semaine. La période d$exposition est 
normalement de 12 mois. Si des espèces de rongeurs autres que le rat 
sont exposées «nez seul», il est possible d$ajuster la durée maximale d$ex
position en fonction du stress propre à ces espèces. Le choix d$une durée 
d$exposition inférieure à 6 heures par jour devra être justifié. Voir également 
le chapitre B.8 de la présente annexe (8). 

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

Durée de l"étude 

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

OBSERVATIONS 

34. Tous les animaux sont soumis à un examen quotidien, généralement en 
début et en fin de journée, fins de semaine et jours fériés compris, pour 
déterminer la morbidité et la mortalité. Des observations cliniques sont 
effectuées au moins une fois par jour, de préférence au(x) même(s) 
moment(s) de la journée, en tenant compte du moment où l$on prévoit 
que les effets des différentes doses atteindront leur intensité maximale 
après administration par gavage. 
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35. Tous les animaux font l$objet d$observations cliniques détaillées au moins 
une fois avant la première exposition (pour permettre des comparaisons 
intra-individuelles), à la fin de la première semaine de l$étude, et une fois 
par mois ensuite. Les observations respectent un protocole qui réduit au 
minimum les variations entre observateurs, et les rend indépendantes du 
groupe testé. Ces observations sont effectuées hors de la cage où sont 
logés les animaux, de préférence dans une enceinte normalisée et à heures 
fixes. Elles sont soigneusement consignées, de préférence en utilisant un 
système de cotation explicitement défini par le laboratoire qui réalise l$essai. 
Les conditions d$observation demeurent aussi constantes que possible. Les 
observations portent notamment porter sur les symptômes suivants (sans que 
cette liste soit exhaustive): modifications de l$état de la peau, de la fourrure, 
des yeux et des muqueuses, apparition de sécrétions et d$excrétions, et 
réactions neurovégétatives (par exemple, sécrétion de larmes, horripilation, 
variation du diamètre pupillaire, respiration anormale). Il convient également 
de consigner les changements dans la démarche, la posture et les réactions à 
la manipulation, ainsi que la présence de mouvements cloniques ou toniques 
et les comportements stéréotypés (par exemple, toilettage excessif, parcours 
circulaires répétitifs) ou bizarres (par exemple, automutilation, marche à 
reculons) (24). 

36. Avant la première administration de la substance d$essai, tous les animaux 
font l$objet d$un examen ophtalmologique effectué à l$aide d$un ophtalmo
scope ou de tout autre appareil approprié. À l$issue de l$étude, cet examen 
est réalisé de préférence sur tous les animaux, mais au moins sur ceux du 
groupe traités à la dose la plus élevée et du groupe témoin. Si des altérations 
oculaires liées au traitement sont détectées, tous les animaux sont examinés. 
Si l$analyse structurale ou d$autres données suggèrent une toxicité oculaire, 
il faut augmenter la fréquence des examens oculaires. 

37. Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d$induction d$effets 
neurotoxiques lors d$essais antérieurs de toxicité à doses répétées sur 28 
jours et/ou 90 jours, une vérification de la réactivité sensorielle à différents 
types de stimuli (24) (stimuli auditifs, visuels ou proprioceptifs, par exem
ple) (25) (26) (27), et une évaluation de la force de préhension (28) ainsi 
que de l$activité motrice (29) pourront être menées en option. Elles seront 
réalisées avant le début de l$étude et tous les 3 mois par la suite, jusqu$à 12 
mois inclusivement, ainsi qu$à la fin de l$étude (si celle-ci dure plus de 12 
mois). On trouvera dans les références bibliographiques susmentionnées une 
description plus détaillée des modes opératoires. Toutefois, d$autres modes 
opératoires que ceux figurant dans ces références sont également utilisables. 

38. Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d$induction d$effets 
immunotoxiques lors d$essais antérieurs de toxicité à doses répétées sur 28 
jours et/ou 90 jours, d$autres examens sur cet effet peuvent être menés en 
option à la fin de l$étude. 

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

39. Tous les animaux sont pesés au début du traitement, au moins une fois par 
semaine pendant les 13 premières semaines, puis au moins une fois par 
mois. La prise d$aliments et l$efficacité alimentaire sont aussi mesurées au 
moins une fois par semaine pendant les 13 premières semaines, puis au 
moins une fois par mois. Lorsque la substance d$essai est administrée 
dans l$eau de boisson, la prise d$eau est mesurée au moins une fois par 
semaine pendant les 13 premières semaines, puis au moins une fois par 
mois. Il peut également être utile de mesurer la prise d$eau dans les 
études où celle-ci est modifiée. 
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Hématologie et biochimie clinique 

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

41. Les investigations portent sur les paramètres suivants (30): numération 
leucocytaire totale et différentielle, numération érythrocytaire et plaquettaire, 
concentration d$hémoglobine, hématocrite (volume cellulaire sanguin après 
centrifugation), volume corpusculaire moyen (VCM), hémoglobine corpus
culaire moyenne (HCM), concentration d$hémoglobine corpusculaire 
moyenne (CHCM), temps de prothrombine et temps de thromboplastine 
partielle activée. D$autres paramètres hématologiques tels que les corps de 
Heinz et autres anomalies morphologiques érythrocytaires ou la méthémo
globine peuvent être étudiés si nécessaire en fonction de la toxicité de la 
substance d$essai. Dans l$ensemble, il convient d$adapter l$approche suivie à 
l$effet observé et/ou attendu d$une substance d$essai donnée. Si la substance 
d$essai exerce un effet sur le système hématopoïétique, des numérations 
réticulocytaires et une cytologie médullaire peuvent également être indiquées 
mais n$ont pas à être pratiquées de manière systématique. 

42. Des analyses de biochimie clinique visant à étudier les principaux effets 
toxiques sur les tissus, et en particulier sur le rein et le foie, sont effectuées 
à partir d$échantillons de sang prélevés sur au moins 10 mâles et 10 
femelles de chaque groupe, à des intervalles de temps semblables à ceux 
spécifiés pour les examens hématologiques, et en utilisant les mêmes 
animaux tout au long de l$étude. Si des souris sont utilisées, il peut être 
nécessaire de constituer des groupes satellites afin de pouvoir effectuer 
toutes les analyses de biochimie clinique nécessaires. Dans les études 
faisant intervenir des non-rongeurs, les échantillons seront prélevés sur un 
plus petit nombre d$animaux (par exemple, 4 animaux de chaque sexe par 
groupe dans les études chez le chien) à des stades intermédiaires et à la fin 
de l$étude, de la même manière que chez les rongeurs. Il ne sera pas 
nécessaire d$effectuer des examens à 3 mois, chez les rongeurs comme 
chez les autres animaux, si aucun effet sur les paramètres de biochimie 
clinique n$a été observé lors d$une étude antérieure menée sur 90 jours à 
des niveaux de doses comparables. Il est recommandé de faire jeûner les 
animaux (à l$exception des souris) pendant la nuit qui précède la prise de 
sang. Les investigations portent sur les paramètres suivants (30): glucose, 
urée (azote uréique), créatinine, protéines totales, albumine, calcium, 
sodium, potassium, cholestérol total, au moins deux enzymes révélatrices 
des effets hépatocellulaires (alanine aminotransférase, aspartate aminotrans
férase, glutamate déshydrogénase, acides biliaires totaux) (31) et au moins 
deux enzymes révélatrices des effets hépatobiliaires (phosphatase alcaline, 
gamma-glutamyl transférase, 5$- nucléotidase, bilirubine totale, acides 
biliaires totaux) (31). D$autres paramètres de chimie clinique, tels que les 
triglycérides à jeun, des hormones spécifiques et la cholinestérase peuvent 
être mesurés si nécessaire en fonction en fonction de la toxicité de la subs
tance d$essai. Dans l$ensemble, il convient d$adapter l$approche suivie à 
l$effet observé et/ou attendu d$une substance d$essai donnée. 
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43. Des analyses d$urine sont effectuées à partir d$échantillons prélevés sur au 
moins 10 mâles et 10 femelles de chaque groupe, à des intervalles de temps 
semblables à ceux spécifiés pour les examens hématologiques et de chimie 
clinique. Il ne sera pas nécessaire d$effectuer des dosages à 3 mois si les 
analyses d$urine pratiquées dans le cadre d$une étude antérieure menée sur 
90 jours à des niveaux de doses comparables n$ont révélé aucun effet. La 
liste suivante de paramètres à étudier fait partie d$une recommandation 
d$experts relative aux études de pathologie clinique (30): aspect, volume, 
osmolalité ou poids spécifique, pH, protéines totales et glucose. D$autres 
mesures, notamment la recherche de corps cétoniques, d$urobilinogène, de 
bilirubine et de sang occulte, peuvent aussi être réalisées. L$étude d$autres 
paramètres peut aussi s$avérer nécessaire pour élargir les recherches sur 
l$effet ou les effets observés. 

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

Pathologie 

Autopsie macroscopique 

45. Tous les animaux de l$étude font normalement l$objet d$une autopsie macro
scopique complète et détaillée, comprenant un examen attentif de la surface 
externe du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités crânienne, 
thoracique et abdominale et de leur contenu. Toutefois, des dispositions 
peuvent aussi être prises (dans les groupes d$animaux sacrifiés en cours 
d$étude ou les groupes satellites) pour limiter ces observations à des 
mesures essentielles telles que la neurotoxicité ou l$immunotoxicité (voir 
paragraphe 19). Il n$est pas nécessaire que ces animaux fassent l$objet 
d$une autopsie, ni des procédures ultérieures décrites dans les paragraphes 
qui suivent. L$autopsie des animaux sentinelles peut devoir être effectuée au 
cas par cas, à la discrétion du directeur d$étude. 

46. Il convient de déterminer le poids des organes de tous les animaux hormis 
ceux mentionnés dans la dernière partie du paragraphe 45. Les glandes 
surrénales, le cerveau, les épididymes, le c#ur, les reins, le foie, les ovaires, 
la rate, les testicules, la thyroïde (pesée après fixation, avec les glandes 
parathyroïdes) et l$utérus de tous les animaux (excepté ceux trouvés mori
bonds et/ou ayant été sacrifiés en cours d$étude) sont débarrassés, le cas 
échéant, de tout tissu adhérent et pesés à l$état frais dès que possible après la 
dissection, pour prévenir la dessiccation. Dans les études chez la souris, la 
pesée des glandes surrénales est facultative. 

47. Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus appro
prié, à la fois pour le type de tissu et pour l$examen histopathologique prévu 
(32) (l$examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif): 

toutes les lésions macrosco
piques 

ganglions lymphatiques 
(superficiels et profonds) 

muscle squelettique rein 

aorte glande coagulante nerf périphérique [sternum] 

[bulbe olfactif] glande de Harder [voies respiratoires 
supérieures dont nez, 
cornets et sinus parana
saux] 

testicule 

cæcum glande lacrymale (exor
bitale) 

#il (dont rétine) thymus 

cerveau (y compris 
segments d$encéphale, de 
cervelet et de bulbe rachi
dien/pont) 

glande mammaire (obli
gatoire pour les femelles 
et, si visible à la dissec
tion, aussi pour les 
mâles) 

#sophage thyroïde 

c#ur glande salivaire ovaire trachée 
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col utérin glande surrénale pancréas [uretère] 

côlon hypophyse parathyroïde [urètre] 

[dents] iléon peau utérus (col inclus) 

duodénum jéjunum poumon vagin 

épididyme [langue] prostate vésicule biliaire (pour les 
espèces autres que le rat) 

estomac (pré-estomac, 
estomac glandulaire) 

moelle épinière (niveaux 
cervical, mésothoracique 
et lombaire) 

rate vésicule séminale 

[fémur avec articulation] segment de moelle 
osseuse et/ou moelle 
osseuse fraîchement 
ponctionnée 

rectum vessie 

foie 

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

Histopathologie 

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

� tous les tissus prélevés dans le groupe à dose élevée et le groupe témoin, 

� tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de 
l$étude, 

� tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques, 

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

� dans le cas des organes allant par paires, comme les reins ou les glandes 
surrénales, les deux organes sont examinés. 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 

Résultats 

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

50. Les données de contrôle historiques peuvent faciliter l$interprétation des 
résultats de l$étude, par exemple lorsque les données provenant des 
témoins concurrents semblent diverger de manière significative de données 
récentes obtenues sur des animaux témoins issus de la même installation 
d$essai/colonie d$élevage. Si elles sont évaluées, les données de contrôle 
historiques émanent du même laboratoire et porter sur des animaux du 
même âge et de la même souche, produits dans les cinq ans précédant 
l$étude en question. 

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

Rapport d"essai 

52. Le rapport d$essai mentionne les informations suivantes: 

Substance d!essai: 

� état physique, pureté et propriétés physico-chimiques, 

� données d$identification, 

� provenance de la substance d$essai, 

� numéro de lot, 

� certificat d$analyse chimique. 

Véhicule (le cas échéant): 

� justification du choix de véhicule (s$il est autre que l$eau). 

Animaux d!expérience: 

� espèce/souche utilisée et justification du choix opéré, 

� nombre, âge et sexe des animaux au début de l$essai, 
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� provenance, conditions d$encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l$essai. 

Conditions expérimentales: 

� justification de la voie d$administration et du choix des doses, 

� le cas échéant, méthodes statistiques utilisées pour analyser les données, 

� détails concernant la formulation de la substance d$essai ou son incor
poration dans les aliments, 

� données analytiques sur la concentration obtenue, la stabilité et l$homo
généité de la préparation, 

� voie d$administration et détails concernant l$administration de la subs
tance d$essai, 

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

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

� détails concernant la qualité de l$alimentation et de l$eau de boisson. 

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

� données sur la survie, 

� poids corporel/variations du poids corporel, 

� prise d$aliments, calculs de l$efficacité alimentaire, si effectués, et prise 
d$eau, le cas échéant, 

� réponse toxique par sexe et dose, y compris signes de toxicité, 

� nature, incidence (et, si elle est évaluée, sévérité), et durée des observa
tions cliniques (transitoires ou permanentes), 

� examen ophtalmologique, 

� examens hématologiques, 

� épreuves de biochimie clinique, 

� examens d$urine, 

� résultats des recherches de neurotoxicité ou d$immunotoxicité, 

� poids corporel à l$issue de l$essai, 

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

� résultats d$autopsie, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques liés au trai
tement, 

� données relatives à l$absorption, le cas échéant. 
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Traitement statistique des résultats, le cas échéant 

Discussion des résultats, notamment: 

� relations dose-réponse, 

� examen de toutes les informations concernant le mode d$action, 

� examen de toutes les approches de modélisation, 

� détermination des DR, DSENO et DMENO (dose minimale avec effet 
nocif observé), 

� données de contrôle historiques, 

� applicabilité des résultats à l$être humain. 

Conclusions 
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Appendice 1 

DÉFINITION 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 
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B.31. ÉTUDE DE LA TOXICITÉ POUR LE DÉVELOPPEMENT 
PRÉNATAL 

1. MÉTHODE 

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

1.1. INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai relative à la toxicité pour le développe
ment est destinée à livrer des informations générales concernant les 
effets d'une exposition prénatale sur la femelle gravide et sur l'orga
nisme en développement qu'elle porte en elle; cela recouvre notam
ment l'évaluation des effets sur la mère, ainsi que la mortalité f#tale, 
les anomalies structurelles ou les altérations de croissance du f#tus. 
Les déficits fonctionnels, qui représentent pourtant un aspect impor
tant du développement, ne sont pas étudiés dans le cadre de la 
présente méthode d'essai. Ces déficits peuvent être étudiés séparé
ment ou en complément à la présente méthode dans le cadre de la 
méthode d'essai relative à la neurotoxicité pour le développement. 
Cette dernière méthode ainsi que la méthode relative à la toxicité 
pour la reproduction sur deux générations indiquent comment 
dépister les déficits fonctionnels et d'autres effets postnataux. 

Il 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 à penser qu'elles 
rendront l'essai plus informant. Le cas échéant, ces données scienti
fiques devront être soigneusement consignées dans le rapport d'essai. 

1.2 DÉFINITIONS 

Toxicologie du développement: l'étude des effets nocifs sur un 
organisme en développement, qui peuvent résulter d'une exposition 
antérieure à la conception, contemporaine au développement prénatal 
ou postnatale, jusqu'à la maturation sexuelle. La toxicité pour le 
développement se manifeste principalement par 1) la mort de l'orga
nisme; 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 à une 
situation de référence, qui diminue la capacité d'un organisme à 
survivre, se reproduire ou s'adapter à l'environnement. La toxicologie 
du développement, prise dans son sens le plus large, inclut tous les 
effets qui interfèrent avec le développement normal du produit de 
conception, avant et après 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 à l'animal (peut aussi être létal) et générale
ment rare. 
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Variation/Anomalie mineure: changement structurel considéré 
comme peu ou pas préjudiciable à pour l'animal; peut être transitoire 
et peut survenir fréquemment dans la population témoin. 

Produit de conception: l'ensemble des produits de la fécondation 
d'un #uf, à n'importe quel stade du développement entre la fécon
dation et la naissance, comprenant les membranes extra-embryon
naires et l'embryon ou le f#tus. 

Implantation (nidation): la fixation du blastocyste à la muqueuse 
épithéliale de l'utérus, y compris la pénétration du blastocyste dans 
l'épithélium utérin et la nidation dans l'endomètre. 

Embryon: le premier stade de développement d'un organisme, plus 
précisément la phase de développement d'un #uf fécondé qui 
commence après l'apparition du grand axe et s'achève quand toutes 
les structures principales sont présentes. 

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

F$tus: produit de conception, durant la période post-embryonnaire. 

F$totoxicité: nocivité pour la structure, le développement, la crois
sance et/ou la viabilité d'un f#tus. 

Avortement: expulsion prématurée hors de l'utérus des produits de 
conception: embryon ou f#tus non viable. 

Résorption: phénomène par lequel un produit de conception qui 
meurt après l'implantation se résorbe ou a été résorbé. 

Résorption précoce: trace d'implantation non accompagnée d'un 
embryon ou d'un f#tus reconnaissable. 

Résorption tardive: embryon ou f#tus mort qui présente des chan
gements dégénératifs externes. 

DSET: dose sans effet toxique (correspond à la NOAEL: 
No Observed Adverse Effect Level) 

1.3. SUBSTANCE DE RÉFÉRENCE 

Aucune 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Normalement, la substance d'essai est administrée aux femelles 
gravides, au moins à partir de la nidation et jusqu'à la veille du 
sacrifice, lequel devrait être programmé à une date aussi proche 
que possible du jour probable de mise bas, sans être 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 l'organo
genèse (comprise, par exemple entre le 5ème et le 15 e jour chez les 
rongeurs et entre le 6 e et le 18 e 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'à la veille de la césarienne. 
Les femelles sont sacrifiées peu avant la césarienne, le contenu utérin 
est examiné et les f#tus étudiés pour détecter les anomalies externes 
visibles ainsi que les modifications des tissus mous et du squelette. 
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1.5. DESCRIPTION DE LÀ MÉTHODE D'ESSAI 

1.5.1. Choix de l'espèce animale 

Il est recommandé de pratiquer l'essai sur l'espèce la plus appropriée 
et d'employer les espèces et les souches de laboratoire couramment 
utilisées dans les essais de toxicité prénatale pour le développement. 
L'espèce de rongeur préféré est le rat et l'espèce non-rongeur préféré 
est le lapin. Le cas échéant, l'emploi d'une autre espèce doit être 
justifié. 

1.5.2. Conditions d'encagement et d'alimentation 

L'animalerie doit être à 22 o C (± 3 o ) pour les rongeurs et à 18 o C (± 
3 o ) pour les lapins, avec un taux d'humidité relative d'au moins 30 % 
et de préférence inférieur à 70 % sauf durant le nettoyage de la salle, 
l'idéal se situant entre 50 et 60 %. On appliquera un éclairage arti
ficiel, avec un cycle de 12 heures de clarté et 12 heures d'obscurité. 
Un régime alimentaire classique pour animaux de laboratoire, avec 
eau potable à 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, l'encagement par petits groupes est aussi accep
table. 

1.5.3 Préparation des animaux 

Il convient d'utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions du 
laboratoire pendant au moins 5 jours et n'ayant pas été soumis à 
d'autres essais. On indiquera l'espèce, la souche, la source, le sexe, 
le poids et/ou l'âge des animaux d'expérience. Les animaux de tous 
les groupes d'essai devraient, dans toute la mesure du possible, être 
du même âge et du même poids. On emploiera de jeunes femelles 
adultes et nullipares pour chaque dose. On accouplera les femelles 
avec des mâles de la même espèce et de la même souche, sans 
accoupler les membres d'une même fratrie. Dans le cas des rongeurs, 
le jour 0 de la gestation est celui où l'on observe un bouchon vaginal 
et/ou la présence de sperme; s'agissant des lapins, le jour 0 est 
ordinairement celui du coït ou de l'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 façon à réduire au minimum les éventuels effets liés à 
leur emplacement. Chaque animal sera désigné par un numéro 
d'identification propre. En cas d'accouplement par lots, les animaux 
d'un même lot seront répartis uniformément entre les groupes. De la 
même façon, les femelles inséminées par un même mâle seront 
réparties uniformément entre les groupes. 

1.6 MODE OPÉRATOIRE 

1.6.1 Nombre et sexe des animaux 

Chaque groupe traité et témoin doit contenir un nombre de femelles 
suffisant pour qu'une autopsie puisse être pratiquée sur environ 20 
femelles présentant un point d'implantation. Des groupes comptant 
moins de 16 femelles présentant un point d'implantation risquent 
d'être inadéquats. La mortalité maternelle n'invalide pas nécessaire
ment l'étude, tant qu'elle demeure inférieure à 10 pour cent environ. 
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1.6.2 Préparation des doses 

Si on emploie un véhicule ou un autre additif pour faciliter l'admi
nistration des doses, il convient d'être attentif aux effets sur l'absorp
tion, la distribution, le métabolisme et la rétention ou l'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 
l'état nutritionnel des animaux. Le véhicule ne doit pas être 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 après l'accouplement) jusqu'à 
la veille du jour où la césarienne est prévue. Si des études prélimi
naires, 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 l'accouplement jusqu'à la veille 
de la césarienne. Nul n'ignore que le stress ou des erreurs de mani
pulation pendant la gestation peuvent engendrer des pertes préna
tales. Afin de prévenir des pertes f#tales non liées au traitement, 
on évitera de manipuler inutilement les femelles gravides ou de les 
soumettre à des facteurs de stress externes comme le bruit. 

On utilise au moins trois doses différentes et un groupe témoin en 
parallèle. Des animaux sains sont répartis au hasard entre les groupes 
traités et témoins. Les doses doivent être espacées de façon à 
produire une gradation des effets toxiques. Sauf limitations imposées 
par les propriétés physiques, chimiques ou biologiques de la subs
tance d'essai, la dose la plus élevée devrait avoir une certaine toxicité 
pour le développement et/ou la mère (signes cliniques ou diminution 
du poids corporel), sans entraîner la mort ni provoquer des souf
frances importantes. Au moins une dose intermédiaire devrait 
donner lieu à la plus faible manifestation observable de toxicité. 
La dose la plus faible ne devrait produire aucun signe de toxicité 
pour la mère 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 décrois
sante est généralement d'un facteur deux ou quatre et l'adjonction 
d'un quatrième groupe d'essai est souvent préférable à la fixation 
d'écarts trop importants (par exemple, supérieurs à un facteur dix). 
Bien que le but soit d'établir une DSET maternelle, les études qui 
n'aboutissent pas à la détermination de cette valeur sont également 
acceptables (1). 

Les doses doivent être choisies en tenant compte de toutes les 
données de toxicité disponibles ainsi que des informations complé
mentaires sur le métabolisme et la toxicocinétique de la substance 
d'essai ou de substances apparentées. Ces informations seront aussi 
utiles pour justifier l'échelle des doses. 

On incorporera un groupe témoin en parallèle. La substance d'essai 
n'est pas administrée à ce groupe qui n'est traité que par le véhicule, 
le cas échéant. Tous les groupes doivent recevoir le même volume de 
substance d'essai ou de véhicule. Les animaux du ou des groupes 
témoins seront manipulés de la même façon que les animaux du 
groupe d'essai. Les groupes témoins auxquels on administre le véhi
cule doivent recevoir la plus grande quantité utilisée de ce dernier 
(celle que reçoit le groupe traité à la dose la plus faible). 
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1.6.4 Essai limite 

Si un essai réalisé à 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'entraîne 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 complète 
sur trois doses différentes. Suivant le niveau d'exposition humaine 
prévu, il peut être 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 être atteint (par exemple, l'ap
plication cutanée ne doit faire apparaître aucune toxicité locale 
grave). 

1.6.5 Administration des doses 

La substance d'essai ou le véhicule sont habituellement administrés 
oralement par intubation. Si l'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 être administrée à peu près à la même heure 
chaque jour. 

Normalement, on calcule la dose destinée à chaque animal d'après la 
pesée la plus récente de ce dernier. Il convient toutefois d'être 
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 façon à prévenir un excès de toxicité pour la mère. 
Néanmoins, si on constate une toxicité excessive chez les mères 
traitées, il faudra les euthanasier. Si plusieurs femelles gravides 
manifestent des signes de toxicité excessive, on envisagera de sacri
fier le groupe traité à cette dose. Si on recourt au gavage, il faudrait 
de préférence administrer la substance en une seule fois à l'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 l'ani
mal. Ce volume ne devrait pas dépasser 1 ml/100 g de poids corpo
rel, sauf dans le cas des solutions aqueuses où l'on peut aller jusqu'à 
2 ml/100 g de poids corporel. Lorsqu'on utilise de l'huile de maïs 
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 façon à obtenir un 
volume constant à toutes les doses. 

1.6.6 Observation des mères 

Les observations cliniques sont effectuées et notées au moins une 
fois par jour, de préférence à la ou aux mêmes heures, en tenant 
compte de la période durant laquelle on prévoit que les effets attein
dront leur intensité maximale. On consignera l'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 déjà 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. 
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Le relevé de la consommation d'aliments doit être effectué tous les 
trois jours et coïncider 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 être sacrifiées et 
faire l'objet d'un examen macroscopique complet. 

Juste après le sacrifice ou la mort en cours de l'étude, les mères sont 
soumises à un examen macroscopique destiné à 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 
mères au cours de la césarienne et de l'examen subséquent des f#tus. 

1.6.9 Examen du contenu utérin 

Il y a lieu d'enlever l'utérus juste après le sacrifice ou dès que 
possible après la mort pour s'assurer de l'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-gravi
dité (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 examiné afin de relever le nombre d'embryons 
ou de f#tus morts et le nombre de f#tus 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 f$tus 

Il convient de déterminer le sexe et le poids corporel de chaque 
f#tus. 

On recherche la présence d'altérations externes sur chaque f#tus. 

On examine les f#tus 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 catégori
sation des altérations f#tales est préférable, mais facultative. Si on 
procède à une catégorisation, il faut stipuler clairement les critères 
qui définissent chaque catégorie. On vérifiera avec une attention 
particulière 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 l'examen des altérations squelettiques. Le restant sera préparé 
en vue de l'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. 
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S'agissant des non-rongeurs, par exemple les lapins, les éventuelles 
altérations des tissus mous et du squelette doivent être recherchées 
sur tous les f#tus. On examine les corps de ces f#tus en les dissé
quant soigneusement pour repérer des altérations des tissus mous; 
cette opération peut faire appel à une technique permettant d'effec
tuer un examen plus approfondi de la structure cardiaque interne 
(25). Les tètes de la moitié des f#tus examinés de cette manière 
doivent être prélevées et préparées en vue de l'évaluation des altéra
tions 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 même sensibilité. Les corps 
de ces f#tus et ceux des f#tus intacts restants sont préparés puis 
examinés pour établir s'ils présentent des altérations squelettiques, à 
l'aide des mêmes méthodes que pour les rongeurs. 

2. RÉSULTATS 

2.1. TRAITEMENT DES RÉSULTATS 

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 l'essai, le nombre d'animaux morts durant 
l'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 où ils ont débuté, leur durée et leur gravité, 
les types d'observations pratiquées sur les embryons ou f#tus 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 
l'étude et doit être justifié. Les résultats concernant les animaux qui 
n'ont pas survécu jusqu'à la date programmée du sacrifice doivent 
aussi être consignés. Ces résultats peuvent être 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 être appréciée au cas par cas. 

2.2. ÉVALUATION DES RÉSULTATS 

Les résultats de l'étude de toxicité pour le développement prénatal 
doivent être évalués du point de vue des effets observés. L'évaluation 
doit comprendre les informations suivantes: 

� les résultats des essais maternels et f#taux, incluant une évalua
tion de la relation, ou de l'absence de relation, entre l'exposition 
des animaux à la substance d'essai et la fréquence et la gravité de 
tous les effets observés, 

� les critères appliqués pour catégoriser, le cas échéant, les altéra
tions externes des f#tus, et les altérations de leurs tissus mous ou 
de leur squelette, 
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� selon les besoins, les données antérieures relatives aux témoins 
pour affiner l'interprétation des résultats de l'étude, 

� les nombres utilisés pour calculer tous les pourcentages ou 
indices, 

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

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

2.3. INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Une étude de la toxicité pour le développement prénatal fournit des 
informations sur les effets de l'exposition répétée à une substance 
administrée durant la gestation sur les mères et sur le développement 
intra-utérin de leur progéniture. Les résultats de cette étude doivent 
être interprétés à la lumière de ceux des études de toxicité subchro
nique, de reproduction, des études toxicocinétiques et autres. Comme 
l'étude est centrée à la fois sur la toxicité générale du point de vue de 
la mère et sur la toxicité pour le développement, ses résultats permet
tront dans une certaine mesure de distinguer les effets sur le déve
loppement qui surviennent en l'absence d'une toxicité générale, des 
effets qui n'apparaissent qu'à des doses qui sont également toxiques 
pour la mère (27). 

3. RAPPORT 

3.1. RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit inclure les informations particulières énumé
rées 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 diffère de l'eau. 

Animaux d'expérience: 

� espèce et souche utilisée, 

� nombre et sexe des animaux, 

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

� poids de chaque animal au début de l'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 l'homogénéité de la préparation, 
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� détails sur l'administration de la substance d'essai, 

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

� conditions ambiantes, 

� détails concernant la qualité de l'alimentation et de l'eau de bois
son. 

Résultats: 

Données relatives à la toxicité pour la mère en fonction des doses, 
précisant entre autres: 

� le nombre d'animaux au début de l'essai, le nombre de 
survivants, le nombre de femelles gravides, le nombre d'avorte
ments 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'à 
la date du sacrifice doivent être 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 l'utérus gravide, y 
compris, si on le souhaite, la variation du poids corporel corrigée 
en fonction du poids de l'utérus gravide, 

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

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

� les valeurs de la DSET se rapportant aux effets sur la mère 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 f#tus 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 f#tus vivants, notamment: 

� nombre et pourcentage de descendants vivants, 

� proportion de mâles et de femelles, 

� poids corporel des f#tus, de préférence par sexe et pour les deux 
sexes confondus; 

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

� critères de catégorisation, le cas échéant, 
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� nombre total et pourcentage de f#tus 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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B.32. ÉTUDES DE CANCÉROGENÈSE 

INTRODUCTION 

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

2. La plupart des études de cancérogenèse étant menées sur des espèces de 
rongeurs, la présente méthode d$essai est destinée à s$appliquer principale
ment à des études réalisées avec ces espèces. S$il s$avérait nécessaire de 
mener de telles études avec des non-rongeurs, il conviendrait d$appliquer, 
moyennant des modifications appropriées, les principes et procédures décrits 
dans la présente méthode d$essai et au chapitre B.27 " Toxicité orale à 
doses répétées " non-rongeurs: 90 jours " de la présente annexe (6). Des 
informations complémentaires peuvent aussi être trouvées dans le document 
d$orientation de l$OCDE n o 116 sur l$élaboration et la conduite des études 
de toxicité chronique et de cancérogenèse (7). 

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

4. La présente méthode d$essai porte principalement sur l$exposition par voie 
orale, la voie la plus communément utilisée dans les études de cancéroge
nèse. Bien que des études de cancérogenèse utilisant l$exposition par voie 
cutanée ou par inhalation puissent aussi être nécessaires pour évaluer le 
risque pour la santé humaine et/ou exigées en vertu de certains régimes 
réglementaires, ces deux voies d$exposition nécessitent des dispositifs tech
niques d$une grande complexité. De telles études devront être conçues au 
cas par cas, encore que la présente méthode d$essai, qui porte sur la carac
térisation et l$évaluation de la cancérogénicité par voie orale, puisse fournir 
les bases d$un protocole d$étude par voie cutanée ou par inhalation, notam
ment en ce qui concerne les recommandations relatives aux durées de trai
tement, aux paramètres cliniques et pathologiques, etc. Il existe des docu
ments d$orientation de l$OCDE sur l$administration expérimentale de subs
tances d$essai par voie cutanée (7) et par inhalation (7) (8). Les chapitres 
B.8 (9) et B.29 (10) de la présente annexe, ainsi que le document d$orien
tation de l$OCDE sur l$essai de toxicité aiguë par inhalation (8), méritent 
tout particulièrement d$être consultés lors de la conception d$études à long 
terme portant sur une exposition par inhalation. Le chapitre B.9 de la 
présente annexe (11) doit être consulté dans le cas d$un essai portant sur 
la voie cutanée. 
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5. L$étude de cancérogenèse donne des éléments d$information sur les risques 
pour la santé susceptibles de découler d$une exposition répétée pendant une 
période pouvant couvrir la vie entière de l$espèce considérée. L$étude 
fournit des informations sur les effets toxiques de la substance d$essai, y 
compris sur son pouvoir cancérogène, et peut indiquer les organes cibles et 
la possibilité d$accumulation dans ces organes. Elle peut aussi donner une 
estimation de la dose sans effet nocif observé pour ce qui est des effets 
toxiques et, dans le cas des substances cancérogènes non génotoxiques, des 
réponses tumorales. Cette estimation permet d$établir les critères de sécurité 
concernant l$exposition humaine. De plus, il convient d$accorder une atten
tion particulière à l$observation clinique des animaux afin d$obtenir le plus 
d$informations possibles. 

6. Les objectifs des études de cancérogenèse couvertes par la présente méthode 
d$essai sont les suivants: 

� identification des propriétés cancérogènes d$une substance d$essai 
susceptibles d$augmenter les risques de néoplasmes, la fréquence de 
survenue de néoplasmes malins ou la diminution du temps nécessaire 
à leur apparition, par rapport aux groupes témoins concurrents, 

� identification d$un ou de plusieurs organes cibles de la cancérogenèse, 

� identification du temps d$apparition des néoplasmes, 

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

� identification du niveau de dose sans effet nocif observé (DSENO) ou 
du point de départ pour l$établissement d$une dose de référence (DR), 

� extrapolation des effets cancérogènes aux niveaux d$exposition humaine 
correspondant à de faibles doses, 

� obtention de données permettant de vérifier les hypothèses concernant le 
mode d$action (2) (7) (12) (13) (14) (15). 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

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

8. Les informations utiles pour concevoir l$étude sont notamment: l$identité, la 
structure chimique et les propriétés physico-chimiques de la substance d$es
sai; les résultats de toutes les études de toxicité in vitro ou in vivo menées et 
notamment des essais de génotoxicité; l$utilisation (les utilisations) prévue(s) 
et le potentiel d$exposition humaine; les données (Q)SAR disponibles et les 
données toxicologiques (par exemple mutagénicité, génotoxicité et pouvoir 
cancérogène) relatives aux substances chimiques structurellement apparen
tées; les données toxicocinétiques disponibles (dose unique et doses répé
tées, si ces données existent) et les résultats d$autres études à doses répétées. 
La caractérisation du pouvoir cancérogène est effectuée après obtention des 
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premiers résultats d$essais de toxicité à doses répétées menés sur 28 jours 
et/ou 90 jours. Les essais d$initiation-promotion de cancers à court terme 
peuvent aussi livrer des informations utiles. Il convient d$envisager l$adop
tion d$une approche par étapes pour l$étude expérimentale de la cancéroge
nèse entreprise dans le cadre de l$évaluation globale des effets nocifs poten
tiels d$une substance d$essai (16) (17) (18) (19). 

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

10. Lors de la réalisation d$une étude de cancérogenèse, il est recommandé de 
toujours suivre les principes et considérations énoncés dans le document 
d$orientation n o 19 de l$OCDE sur la reconnaissance, l$évaluation et l$uti
lisation des signes cliniques comme effets observés éthiquement acceptables 
dans les expérimentations animales menées à des fins d$évaluation de la 
sécurité (21). Le paragraphe 62 de ce document, en particulier, stipule ce qui 
suit: «Dans les études comportant l!administration de doses répétées, 
lorsqu!un animal présente des signes cliniques progressifs de détérioration 
de son état, une décision d!euthanasier ou non l!animal est prise en 
connaissance de cause. Cette décision met en balance des facteurs tels 
que la valeur des informations pouvant être obtenues en maintenant 
l!animal dans l!étude d!une part, et l!état général de celui-ci d!autre 
part. Si la décision est prise de poursuivre l!essai sur cet animal, la 
fréquence des observations est augmentée selon les besoins. Il est aussi 
possible, sans toutefois nuire à l!objectif de l!essai, d!interrompre l!admi
nistration de la substance d!essai pour soulager la douleur ou la détresse 
de l!animal, ou de réduire la dose testée.» 

11. On trouvera des informations détaillées et une discussion sur les principes 
déterminant le choix des doses pour les études de toxicité chronique et de 
cancérogenèse dans le document d$orientation n o 116 (7), ainsi que dans 
deux publications de l$Institut international des sciences de la vie (22) (23). 
La stratégie de base pour le choix des doses dépend du ou des principaux 
objectifs de l$étude (paragraphe 6). En choisissant des niveaux de doses 
appropriés, il convient de trouver un équilibre entre, d$une part, l$identifi
cation des dangers et, d$autre part, la caractérisation des réponses aux faibles 
doses et leur pertinence. Cet équilibre est particulièrement nécessaire dans le 
cas où une étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenèse (cha
pitre B.33 de la présente annexe) est menée (paragraphe 12). 

12. Il convient d$examiner l$opportunité de réaliser une étude combinée de 
toxicité chronique et de cancérogenèse (chapitre B.33 de la présente 
annexe) plutôt que de réaliser séparément une étude de toxicité chronique 
(chapitre B.30 de la présente annexe) et une étude de cancérogenèse (la 
présente méthode d$essai B.32). L$essai combiné permet une meilleure effi
cacité en temps et en coûts par rapport à la conduite de deux essais séparés, 
et ne compromet pas la qualité des données de la phase chronique ou de la 
phase de cancérogenèse. Lors de la réalisation d$une étude combinée (cha
pitre B.33 de la présente annexe), il convient toutefois de respecter les 
principes déterminant le choix de la dose (paragraphes 11 et 22 à 25) et 
il est également reconnu que certains cadres réglementaires peuvent imposer 
la conduite d$études séparées. 
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13. Les définitions utilisées dans le contexte de la présente méthode d$essai 
figurent à la fin du présent chapitre et dans le document d$orientation 
n o 116 (7). 

PRINCIPE DE L$ESSAI 

14. La substance d$essai est administrée quotidiennement à différents groupes 
d$animaux, pendant la plus grande partie de leur vie, à des doses progres
sives et habituellement par la voie orale. Les essais par inhalation ou par la 
voie cutanée peuvent aussi être appropriés. Les animaux sont observés 
attentivement pendant la période d$administration afin de déceler d$éventuels 
signes de toxicité et le développement de lésions néoplasiques. Les animaux 
qui meurent ou sont sacrifiés en cours d$essai sont autopsiés et, au terme de 
l$essai, les animaux survivants sont sacrifiés et autopsiés. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Choix des espèces animales 

15. La présente méthode d$essai traite principalement de la caractérisation et de 
l$évaluation de la cancérogénicité chez les rongeurs (paragraphe 2). Le 
recours à des espèces autres que des rongeurs peut être envisagé si les 
données disponibles laissent escompter une meilleure prédiction des effets 
de la substance sur la santé humaine. Dans ce cas, le choix de l$espèce est 
justifié. L$espèce de rongeur préférée est le rat, mais d$autres rongeurs 
comme la souris peuvent être utilisés. Bien que le recours à la souris 
dans les études de cancérogenèse puisse ne présenter qu$un intérêt limité 
(24) (25) (26), certains programmes réglementaires actuels exigent tout de 
même la conduite d$essais de cancérogenèse sur la souris, sauf lorsqu$il est 
établi qu$une telle étude n$est pas nécessaire sur le plan scientifique. Les rats 
et les souris sont les modèles expérimentaux choisis de préférence, en raison 
de leur durée de vie relativement courte, de leur utilisation fréquente dans 
les études pharmacologiques et toxicologiques, de leur sensibilité à l$induc
tion de tumeurs et de la disponibilité de souches suffisamment caractérisées. 
Ces caractéristiques permettent d$obtenir une grande quantité d$informations 
sur la physiologie et la pathologie de ces animaux. Des informations addi
tionnelles sur le choix des espèces et des souches sont disponibles dans le 
document d$orientation n o 116 (7). 

16. Il convient d$employer des animaux adultes sains, de souches communé
ment utilisées dans les laboratoires. L$étude de cancérogenèse sera effectuée 
de préférence sur des animaux de même souche et de même provenance que 
ceux utilisés dans l$étude (les études) de toxicité préliminaire(s) de plus 
courte durée. Si toutefois ces animaux sont réputés ne pas répondre aux 
critères de survie généralement admis dans les études à long terme [voir le 
document d$orientation n o 116 (7)], il convient d$envisager d$utiliser une 
souche d$un animal dont le taux de survie permette de réaliser une étude à 
long terme. Les femelles sont nullipares et non gravides. 

Conditions d"hébergement et d"alimentation 

17. Les animaux peuvent être logés individuellement ou réunis dans des cages 
en petits groupes du même sexe, l$hébergement individuel n$étant à envi
sager que dans des cas scientifiquement justifiés (27) (28) (29). Les cages 
sont placées de façon telle que l$influence éventuelle de leur disposition sur 
les résultats de l$étude soit réduite au minimum. La température du local des 
animaux d$expérience est de 22 °C (± 3 °C). L$humidité relative est d$au 
moins 30 % et n$excède pas de préférence 70 % en dehors des moments où 
le local est nettoyé, l$idéal étant qu$elle soit comprise entre 50 et 60 %. 
L$éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumière et 12 heures d$obs
curité. Le régime alimentaire peut être un régime classique de laboratoire 
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avec eau potable à satiété. Il satisfait tous les besoins nutritionnels de 
l$espèce étudiée, et la teneur en contaminants alimentaires susceptibles d$in
fluer sur les résultats de l$essai (résidus de pesticides, polluants organiques 
persistants, phyto-#strogènes, métaux lourds et mycotoxines, par exemple) 
est aussi faible que possible. Des données analytiques sur les teneurs en 
nutriments et en contaminants alimentaires sont recueillies régulièrement, au 
moins au début de l$étude et lors des changements de lots; ces données 
figurent dans le rapport final. Des données analytiques sur l$eau de boisson 
utilisée lors de l$étude sont de même fournies. Le choix du régime alimen
taire peut être influencé par la nécessité d$assurer un mélange convenable de 
la substance d$essai et de satisfaire les besoins nutritionnels des animaux 
lorsque la substance d$essai est administrée dans la nourriture. 

Préparation des animaux 

18. Il convient d$utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions de labo
ratoire depuis au moins 7 jours et n$ayant jamais été soumis auparavant à 
des protocoles expérimentaux. Dans le cas des rongeurs, l$administration de 
la substance commence dès que possible après le sevrage et l$acclimatation, 
et de préférence avant l$âge de 8 semaines. L$espèce, la souche, la prove
nance, le sexe, le poids et l$âge des animaux d$expérience sont précisés. Au 
début de l$étude, la variation de poids des animaux de chaque sexe est 
minimale et n$excède pas ± 20 % du poids moyen de tous les animaux 
étudiés, et ce pour chaque sexe séparément. Les animaux sont affectés de 
manière aléatoire aux différents groupes (témoins et traités). Après la rando
misation, les poids moyens des groupes de chaque sexe ne présentent pas de 
différences significatives. En cas de différences statistiquement significa
tives, la phase de randomisation est répétée dans la mesure du possible. 
Chaque animal reçoit un numéro d$identification unique et en est marqué 
de manière permanente par tatouage, implant de micropuce ou toute autre 
méthode appropriée. 

PROTOCOLE 

Nombre et sexe des animaux 

19. Il convient d$utiliser des animaux des deux sexes. Leur nombre est suffisant 
pour permettre une évaluation biologique et statistique complète. Chaque 
groupe de dose, de même que chaque groupe témoin correspondant, 
comprend au moins 50 animaux de chaque sexe. Selon le but de l$étude, 
il est possible d$augmenter la puissance statistique des principales estima
tions en répartissant les animaux de manière différenciée entre les groupes 
de doses, avec plus de 50 animaux dans les groupes à faibles doses pour 
estimer par exemple la cancérogénicité aux faibles doses. Il convient toute
fois de noter qu$une augmentation modérée de la taille d$un groupe entraî
nera une augmentation relativement faible de la puissance statistique de 
l$étude. On trouvera des données complémentaires sur la conception statis
tique de l$étude, et sur le choix de niveaux de doses permettant d$optimiser 
la puissance statistique, dans le document d$orientation n o 116 (7). 

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

20. L$étude peut prévoir le sacrifice d$animaux en cours d$étude, par exemple à 
12 mois, afin de recueillir des données sur la progression des altérations 
néoplasiques et des données mécanistiques, si cela est scientifiquement 
justifié. Si l$on dispose déjà de ces données, obtenues antérieurement lors 
d$études de toxicité à doses répétées sur la substance d$essai, les sacrifices 
en cours d$étude peuvent ne pas être scientifiquement justifiés. S$ils sont 
néanmoins inclus dans l$étude, les groupes d$animaux traités destinés à être 
sacrifiés en cours d$étude comptent normalement 10 animaux de chaque 
sexe, et le nombre total d$animaux utilisés dans l$étude est augmenté du 
nombre d$animaux que l$on prévoit de sacrifier avant l$achèvement de 
l$étude. Un groupe supplémentaire d$animaux sentinelles (généralement 5 
animaux de chaque sexe) peut être inclus si nécessaire pour le suivi de l$état 
pathologique au cours de l$étude (30). Des informations complémentaires 
figurent dans le document d$orientation n o 116 (7). 
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Groupes de dose et dosage 

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

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

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

24. Les intervalles entre les doses dépendront des caractéristiques de la subs
tance d$essai, et ne peuvent donc pas être prescrits dans la présente méthode 
d$essai, mais des intervalles correspondant à un facteur 2 ou 4 sont souvent 
les plus appropriés entre les doses décroissantes, et l$inclusion d$un 
quatrième groupe d$essai est souvent préférable à la fixation de très 
grands intervalles (correspondant par exemple à un facteur de plus de 6 à 
10) entre les doses. En général, les facteurs supérieurs à 10 sont évités, et 
leur utilisation est justifiée. 

25. Comme le précise le document d$orientation n o 116 (7), les facteurs à 
prendre en compte dans le choix des doses sont notamment les suivants: 

� non-linéarités ou points d$inflexion connus ou supposés de la courbe 
dose-réponse, 

� toxicocinétique et gammes de doses auxquelles l$induction métabolique, 
la saturation ou la non-linéarité entre les doses internes et externes 
surviennent ou non, 

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

� aspects principaux (ou présumés) du mode d$action, par exemple doses 
auxquelles une cytotoxicité commence à se manifester, les dosages 
hormonaux sont modifiés, les mécanismes homéostatiques sont dépassés, 
etc., 

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 473



 

� régions de la courbe dose-réponse nécessitant une estimation particuliè
rement précise, par exemple dans le domaine de la DR prévue ou d$un 
seuil présumé, 

� prise en compte des niveaux prévus d$exposition humaine. 

26. Le groupe témoin sera un groupe non traité ou un groupe recevant le 
véhicule si la substance est administrée dans un véhicule. Exception faite 
de l$administration de la substance d$essai, les animaux du groupe sont 
traités de la même manière que ceux des groupes d$essai. Si un véhicule 
est employé, on administrera au groupe témoin le plus grand volume de 
véhicule utilisé pour les groupes traités. Si la substance d$essai est incor
porée aux aliments et entraîne une diminution sensible de la prise de nour
riture liée à une moindre appétence de celle-ci, il pourra être utile d$utiliser 
un groupe témoin supplémentaire nourri en parallèle, qui constituerait un 
témoin plus approprié. 

Préparation des doses et administration de la substance d"essai 

27. La substance d$essai est normalement administrée par voie orale, soit dans la 
nourriture ou l$eau de boisson, soit par gavage. Des informations complé
mentaires sur les voies et méthodes d$administration figurent dans le docu
ment d$orientation n o 116 (7). La voie et le mode d$administration dépen
dent de la finalité de l$étude, des propriétés physico-chimiques de la subs
tance d$essai, de sa biodisponibilité ainsi que de la voie et du mode prédo
minants d$exposition humaine. Il convient de justifier le choix de la voie et 
du mode d$administration. Dans l$intérêt des animaux, le gavage oral n$est 
normalement choisi que pour les substances pour lesquelles cette voie et ce 
mode d$administration correspondent à une voie d$exposition potentielle 
raisonnable chez l$homme (produits pharmaceutiques, par exemple). Dans 
le cas des produits chimiques alimentaires ou environnementaux, notamment 
les pesticides, l$administration se fait d$ordinaire via le régime alimentaire 
ou l$eau de boisson. Toutefois, dans certains contextes, tels que l$exposition 
professionnelle, l$administration par d$autres voies peut être plus appropriée. 

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

29. Il importe de veiller à ce que les quantités de substances administrées dans 
les aliments ou l$eau de boisson n$interfèrent pas avec la nutrition ou 
l$équilibre hydrique. Dans les études de toxicité à long terme faisant inter
venir une administration par voie alimentaire, la concentration de la subs
tance d$essai dans les aliments ne dépasse pas normalement 5 % de la ration 
totale, afin d$éviter les déséquilibres nutritionnels. Si la substance d$essai est 
incorporée à la nourriture, on peut utiliser soit une concentration alimentaire 
constante (mg/kg d$aliment ou ppm) soit un niveau de dose constant par 
rapport au poids corporel de l$animal (mg/kg de poids corporel), calculé sur 
une base hebdomadaire. La solution choisie est spécifiée. 
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30. En cas d$administration par voie orale, les animaux reçoivent une dose 
quotidienne de la substance d$essai (à raison de 7 jours par semaine) et 
ce normalement pendant une période de 24 mois pour les rongeurs (voir 
aussi le paragraphe 32). Tout autre régime de dosage, par exemple une 
administration 5 jours par semaine, fait l$objet d$une justification. En cas 
d$administration par voie cutanée, les animaux reçoivent normalement le 
traitement pendant au moins 6 heures par jour, 7 jours par semaine, 
comme le spécifie le chapitre B.9 de la présente annexe (11), et ce 
pendant une période de 24 mois. L$exposition par inhalation est réalisée 
pendant 6 heures par jour, 7 jours par semaine, mais il est possible, si cela 
se justifie, de limiter l$exposition à 5 jours par semaine. La période d$ex
position est normalement de 24 mois. Si des espèces de rongeurs autres que 
le rat sont exposées «nez seul», il est possible d$ajuster la durée maximale 
d$exposition en fonction du stress propre à ces espèces. Le choix d$une 
durée d$exposition inférieure à 6 heures par jour devra être justifié. Voir 
aussi à ce sujet le chapitre B.8 de la présente annexe (9). 

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

Durée de l"étude 

32. La durée de l$étude sera normalement de 24 mois pour les rongeurs, ce qui 
correspond à la majeure partie de la durée de vie normale des animaux 
utilisés. Elle pourra être allongée ou raccourcie selon la durée de vie de 
la souche de l$espèce animale utilisée, mais cette décision fait l$objet d$une 
justification. Pour certaines souches particulières de souris, par exemple 
AKR/J, C3H/J ou C57BL/6J, une durée de 18 mois peut être plus appro
priée. On trouvera ci-après des informations sur la durée, la clôture de 
l$étude et la survie; d$autres considérations, relatives notamment à l$accep
tabilité d$une étude de cancérogenèse estimée négative du fait de la survie 
des animaux, figurent dans le document d$orientation n o 116 (7). 

� La clôture de l$étude est envisagée lorsque le nombre de survivants des 
groupes soumis aux plus faibles doses ou du groupe témoin tombe en 
dessous de 25 pour cent. 

� La clôture de l$étude n$est pas déclenchée par la mort prématurée des 
animaux du seul groupe ayant reçu la dose la plus élevée. 

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

� L$étude n$est pas prolongée au-delà du point où les données pouvant 
être tirées de l$étude ne sont plus suffisantes pour permettre une évalua
tion statistiquement valable. 
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OBSERVATIONS 

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

Poids corporel, consommation de nourriture et d!eau, et efficacité alimen
taire 

34. Tous les animaux sont pesés au début du traitement, au moins une fois par 
semaine pendant les 13 premières semaines, puis au moins une fois par 
mois. La consommation de nourriture et l$efficacité alimentaire sont aussi 
mesurées au moins une fois par semaine pendant les 13 premières semaines, 
puis au moins une fois par mois. Lorsque la substance d$essai est adminis
trée dans l$eau de boisson, la consommation d$eau est aussi mesurée au 
moins une fois par semaine pendant les 13 premières semaines, puis au 
moins une fois par mois. Il peut également être utile de mesurer la consom
mation d$eau dans les études où la prise d$eau est modifiée. 

Hématologie, biochimie clinique et autres mesures 

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

PATHOLOGIE 

Autopsie macroscopique 

36. Tous les animaux de l$étude à l$exception des sentinelles et autres animaux 
satellites (voir paragraphe 20) font l$objet d$une autopsie macroscopique 
complète et détaillée, comprenant un examen attentif de la surface externe 
du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités crânienne, thoracique et 
abdominale et de leurs contenus. L$autopsie des sentinelles et autres 
animaux satellites peut devoir être effectuée au cas par cas, à la discrétion 
du directeur de l$étude. La pesée des organes ne fait normalement pas partie 
d$une étude de cancérogenèse car les changements liés à l$âge ou, dans des 
phases plus avancées, au développement de tumeurs rendent superflues les 
données relatives au poids des organes. Ces données peuvent toutefois 
présenter un grand intérêt pour les évaluations fondées sur le poids de la 
preuve, notamment en ce qui concerne le mode d$action. Si ces données font 
partie d$une étude satellite, elles ne sont pas collectées au-delà d$un an après 
le début de l$étude. 
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37. Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus appro
prié, à la fois pour le type de tissu et pour l$examen histopathologique prévu 
(33) (l$examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif): 

toutes les lésions macrosco
piques 

c#ur pancréas estomac (pré-estomac, 
estomac glandulaire) 

glande surrénale iléon glande parathyroïde [dents] 

aorte jéjunum nerf périphérique testicule 

cerveau (segments d$encé
phale, de cervelet et de 
bulbe rachidien/pont) 

rein hypophyse thymus 

cæcum glande lacrymale (exor
bital) 

prostate thyroïde 

col utérin foie rectum [langue] 

glande coagulante poumon glande salivaire trachée 

côlon ganglions lymphatiques 
(superficiels et profonds) 

vésicule séminale vessie 

duodénum glande mammaire (obli
gatoire pour les femelles 
et, si visible à la dissec
tion, aussi pour les 
mâles) 

muscle squelettique utérus (col inclus) 

épididyme [voies respiratoires supé
rieures dont nez, cornets 
et sinus paranasaux] 

peau [uretère] 

#il (y compris rétine) #sophage moelle épinière 
(niveaux cervical, 
mésothoracique et 
lombaire) 

[urètre] 

[fémur avec articulation] [bulbe olfactif] rate vagin 

vésicule biliaire (pour les 
espèces autres que le rat) 

ovaire [sternum] segment de moelle osseuse 
et/ou moelle osseuse fraîche
ment ponctionnée 

glande de Harder 

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

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

� tous les tissus prélevés dans le groupe à dose élevée et le groupe témoin, 

� tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de 
l$étude, 

� tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques, notamment des 
tumeurs, 

� lorsque des altérations histopathologiques dues au traitement sont obser
vées dans le groupe à dose élevée, ces mêmes tissus sont examinés chez 
tous les animaux de tous les autres groupes de doses, 

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

RÉSULTATS ET RAPPORTS 

Données 

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

40. Les données de contrôle historiques peuvent faciliter l$interprétation des 
résultats de l$étude, par exemple lorsque les données provenant des 
témoins concurrents semblent diverger de manière significative de données 
récentes obtenues sur des animaux témoins issus de la même installation 
d$essai/colonie d$élevage. Si elles sont évaluées, les données de contrôle 
historiques émanent du même laboratoire et portent sur des animaux du 
même âge et de la même souche, produits dans les cinq ans précédant 
l$étude en question. 

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

Rapport d"essai 

42. Le rapport d$essai mentionne les informations suivantes: 

Substance d!essai: 

� état physique, pureté et propriétés physico-chimiques, 

� données d$identification, 
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� provenance de la substance chimique, 

� numéro de lot, 

� certificat d$analyse chimique. 

Véhicule (le cas échéant): 

� justification du choix du véhicule (s$il est autre que l$eau). 

Animaux d!expérience: 

� espèce/souche utilisée et justification du choix fait, 

� nombre, âge et sexe des animaux au début de l$essai, 

� provenance, conditions d$encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l$essai. 

Conditions expérimentales: 

� justification de la voie d$administration et du choix des doses, 

� le cas échéant, méthodes statistiques utilisées pour analyser les données, 

� détails concernant la formulation de la substance d$essai ou son incor
poration dans les aliments, 

� données analytiques sur la concentration obtenue, la stabilité et l$homo
généité de la préparation, 

� voie d$administration et détails concernant l$administration de la subs
tance d$essai, 

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

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

� détails concernant la qualité de l$alimentation et de l$eau de boisson. 

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

Résultats généraux: 

� données sur la survie, 

� poids corporel/variations du poids corporel, 

� prise d$aliments, calculs de l$efficacité alimentaire, si effectués, et prise 
d$eau, le cas échéant, 

� données toxicocinétiques (si disponibles), 

� ophtalmoscopie (si disponible), 

� hématologie (si disponible), 

� chimie clinique (si disponible). 
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Résultats cliniques: 

� signes de toxicité, 

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

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

Données relatives aux autopsies: 

� poids corporel à l$issue de l$essai, 

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

� résultats d$autopsie; incidence et sévérité des anomalies. 

Histopathologie: 

� observations d$effets histopathologiques non néoplasiques, 

� observations d$effets histopathologiques néoplasiques, 

� corrélation entre les observations macroscopiques et microscopiques, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques liés au trai
tement et échelle d$évaluation de la sévérité, 

� rapport sur l$analyse éventuelle des lames par des pairs. 

Traitement statistique des résultats, le cas échéant 

Discussion des résultats, notamment: 

� examen de toutes les approches de modélisation, 

� relations dose-réponse, 

� données de contrôle historiques, 

� examen de toutes les informations concernant le mode d$action, 

� détermination des DR, DSENO et DMENO (dose minimale avec effet 
nocif observé), 

� applicabilité des résultats à l$être humain; 

Conclusions 
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Appendice 1 

DÉFINITION 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 
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B. 33. ÉTUDES COMBINÉES DE TOXICITÉ CHRONIQUE ET DE 
CANCÉROGENÈSE 

INTRODUCTION 

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

2. La plupart des études de toxicité chronique et de cancérogenèse étant 
menées sur des espèces de rongeurs, la présente méthode d$essai est destinée 
à s$appliquer principalement à des études réalisées avec ces espèces. S$il 
s$avérait nécessaire de mener de telles études avec des non-rongeurs, il 
conviendrait d$appliquer, moyennant des modifications appropriées, les prin
cipes et procédures décrits dans la présente méthode d$essai et dans le 
chapitre B.27 " Toxicité orale à doses répétées " non-rongeurs: 90 jours 
(6) de la présente annexe, comme indiqué dans le document d$orientation 
n o 116 de l$OCDE sur l$élaboration et la conduite des études de toxicité 
chronique et de cancérogenèse (7). 

3. Les trois principales voies d$administration utilisées dans les études de 
toxicité chronique et de cancérogenèse sont la voie orale, la voie cutanée 
et l$inhalation. Le choix de la voie d$administration dépend des caractéris
tiques physiques et chimiques de la substance d$essai et de la voie d$expo
sition prédominante chez l$homme. Des informations complémentaires sur le 
choix de la voie d$exposition sont fournies dans le document d$orientation 
n o 116 (7). 

4. La présente méthode d$essai porte principalement sur l$exposition par voie 
orale, la voie la plus communément utilisée dans les études de toxicité 
chronique et de cancérogenèse. Bien que des études à long terme utilisant 
l$exposition par voie cutanée ou par inhalation puissent aussi être néces
saires pour évaluer le risque pour la santé humaine et/ou exigées en vertu de 
certains régimes réglementaires, ces deux voies d$exposition nécessitent des 
dispositifs techniques d$une grande complexité. De telles études devront être 
conçues au cas par cas, encore que la présente méthode d$essai, qui porte 
sur la caractérisation et l$évaluation de la toxicité chronique et de la cancé
rogénicité par voie orale, puisse fournir les bases d$un protocole d$étude par 
voie cutanée et/ou inhalation, notamment en ce qui concerne les recomman
dations relatives aux durées de traitement, aux paramètres cliniques et patho
logiques, etc. Il existe des documents d$orientation de l$OCDE sur l$admi
nistration expérimentale de substances d$essai par inhalation (7) (8) et par 
voie cutanée (7). Les chapitres B.8 (9) et B.29 (10) de la présente annexe, 
ainsi que le document d$orientation de l$OCDE sur les essais de toxicité 
aiguë par inhalation (8), méritent tout particulièrement d$être consultés lors 
de la conception d$études à long terme portant sur une exposition par 
inhalation. Le chapitre B.9 de la présente annexe (11) doit être consulté 
dans le cas d$un essai portant sur la voie cutanée. 
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5. L$étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenèse donne des 
éléments d$information sur les risques pour la santé susceptibles de découler 
d$une exposition répétée pendant une période pouvant couvrir la vie entière 
de l$espèce considérée. L$étude fournit des informations sur les effets 
toxiques de la substance d$essai, y compris sur son pouvoir cancérogène, 
et peut indiquer les organes cibles et la possibilité d$accumulation dans ces 
organes. Elle peut aussi donner une estimation de la dose sans effet nocif 
observé pour ce qui est des effets toxiques et, dans le cas de substances 
cancérogènes non génotoxiques, des réponses tumorales. Cette estimation 
permet d$établir les critères de sécurité concernant l$exposition humaine. De 
plus, il convient d$accorder une attention particulière à l$observation clinique 
des animaux afin d$obtenir le plus d$informations possibles. 

6. Les objectifs des études de toxicité chronique et de cancérogenèse couvertes 
par la présente méthode d$essai sont les suivants: 

� identification des propriétés cancérogènes d$un produit chimique suscep
tibles d$augmenter les risques de néoplasmes, la fréquence de survenue 
de néoplasmes malins ou la diminution du temps nécessaire à leur 
apparition, par rapport aux groupes témoins concurrents, 

� identification du temps d$apparition de néoplasmes, 

� identification de la toxicité chronique d$une substance d$essai, 

� identification d$un ou de plusieurs organes cibles de la toxicité chro
nique et de la cancérogenèse, 

� caractérisation de la relation dose-effet, 

� identification d$un niveau de dose sans effet nocif observé (DSENO) ou 
du point de départ pour l$établissement d$une dose de référence (DR), 

� extrapolation des effets cancérogènes aux niveaux d$exposition humaine 
correspondant à de faibles doses, 

� prévision des effets de toxicité chronique aux niveaux représentatifs de 
l$exposition humaine, 

� obtention de données permettant de vérifier les hypothèses concernant le 
mode d$action (2) (7) (12) (13) (14) (15). 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

7. Pour caractériser et évaluer la cancérogénicité potentielle et la toxicité chro
nique d$une substance d$essai, le laboratoire chargé de l$étude prend en 
compte toutes les informations disponibles sur la substance d$essai avant 
de réaliser l$étude, afin de pouvoir orienter celle-ci de manière à tester plus 
efficacement les propriétés toxicologiques de la substance, et faire le moins 
possible appel aux animaux. La connaissance du mode d$action d$un agent 
cancérogène suspecté et sa prise en compte (2) (7) (12) (13) (14) (15) sont 
particulièrement importantes puisque la conception optimale de l$essai peut 
différer selon que la substance est ou n$est pas un agent cancérogène géno
toxique connu ou suspecté. Des informations complémentaires sur certains 
aspects du mode d$action peuvent être trouvées dans le document d$orien
tation n o 116 (7). 

8. Les informations utiles pour concevoir l$étude sont notamment: l$identité, la 
structure chimique et les propriétés physico-chimiques de la substance d$es
sai; les informations éventuelles sur son mode d$action; les résultats de 
toutes les études de toxicité in vitro ou in vivo menées et notamment des 
essais de génotoxicité; l$utilisation (les utilisations) prévue(s) et le potentiel 
d$exposition humaine; les données (Q)SAR disponibles et les données toxi
cologiques (par exemple mutagénicité, génotoxicité et pouvoir cancérogène) 
relatives aux substances structurellement apparentées; les données toxicoci
nétiques disponibles (dose unique et doses répétées, si ces données existent) 
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et les résultats d$autres études à doses répétées. La détermination de la 
toxicité chronique et du pouvoir cancérogène n$est effectuée qu$après obten
tion des premiers résultats d$essais de toxicité à doses répétées menés sur 28 
jours et/ou 90 jours. Les essais d$initiation-promotion de cancers à court 
terme peuvent aussi livrer des informations utiles. Il convient d$envisager 
l$adoption d$une approche par étapes pour l$étude expérimentale de cancé
rogenèse entreprise dans le cadre de l$évaluation globale des effets nocifs 
potentiels d$une substance chimique (16) (17) (18) (19). 

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

10. Lors de la réalisation d$une étude de cancérogenèse, il est recommandé de 
toujours suivre les principes et considérations énoncés dans le document 
d$orientation de l$OCDE n o 19 sur la reconnaissance, l$évaluation et l$uti
lisation des signes cliniques comme effets observés éthiquement acceptables 
dans les expérimentations animales menées à des fins d$évaluation de la 
sécurité (21). Le paragraphe 62 de ce document, en particulier, stipule ce qui 
suit: «Dans les études comportant l!administration de doses répétées, 
lorsqu!un animal présente des signes cliniques progressifs de détérioration 
de son état, une décision d!euthanasier ou non l!animal est prise en 
connaissance de cause. Cette décision met en balance des facteurs tels 
que la valeur des informations pouvant être obtenues en maintenant 
l!animal dans l!étude d!une part, et l!état général de celui-ci d!autre 
part. Si la décision est prise de poursuivre l!essai sur cet animal, la 
fréquence des observations est augmentée selon les besoins. Il est aussi 
possible, sans toutefois nuire à l!objectif de l!essai, d!interrompre l!admi
nistration de la substance d!essai pour soulager la douleur ou la détresse 
de l!animal, ou de réduire la dose testée.» 

11. On trouvera des informations détaillées et une discussion sur les principes 
déterminant le choix des doses pour les études de toxicité chronique et de 
cancérogenèse dans le document d$orientation n o 116 (7), ainsi que dans 
deux publications de l$Institut international des sciences de la vie (22) (23). 
La stratégie de base pour le choix des doses dépend du ou des principaux 
objectifs de l$étude (paragraphe 6). En choisissant des niveaux de doses 
appropriés, il convient de trouver un équilibre, entre d$une part, l$identifi
cation des dangers et, d$autre part, la caractérisation des réponses aux faibles 
doses et leur pertinence. Cet équilibre est particulièrement nécessaire dans le 
cas de l$étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenèse consi
dérée ici. 

12. Il convient d$examiner l$opportunité de réaliser la présente étude combinée 
de toxicité chronique et de cancérogenèse plutôt que de réaliser séparément 
une étude de toxicité chronique (chapitre B.30 de la présente annexe) et une 
étude de cancérogenèse (chapitre B.32 de la présente annexe). L$essai 
combiné permet une meilleure efficacité en temps et en coûts, et un 
moindre recours aux animaux, par rapport à la conduite de deux essais 
séparés, et ne compromet pas la qualité des données de la phase chronique 
ou de la phase de cancérogenèse. Lors de la réalisation d$une telle étude 
combinée, il convient toutefois de respecter les principes déterminant le 
choix de la dose (paragraphes 11 et 22 à 26) et il est également reconnu 
que certains cadres réglementaires peuvent imposer la conduite d$études 
séparées. On trouvera dans le document d$orientation n o 116 (7) des indi
cations supplémentaires sur les moyens de concevoir de manière optimale 
l$étude combinée de toxicité chronique et de cancérogenèse afin de réduire 
le nombre d$animaux utilisés et en rationalisant les diverses procédures 
expérimentales. 
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13. Les définitions utilisées dans le contexte de la présente méthode d$essai 
figurent à la fin du présent chapitre et dans le document d$orientation 
n o 116 (7). 

PRINCIPE DE L$ESSAI 

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

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Choix des espèces animales 

15. La présente méthode d$essai traite principalement de la caractérisation et de 
l$évaluation de la toxicité chronique et de la cancérogénicité chez les 
rongeurs (paragraphe 2). Le recours à des espèces autres que des rongeurs 
peut être envisagé si les données disponibles laissent escompter une meil
leure prédiction des effets de la substance sur la santé humaine. Dans ce cas, 
le choix de l$espèce est justifié. L$espèce de rongeur préférée est le rat, mais 
d$autres rongeurs comme la souris peuvent être utilisés. Bien que le recours 
à la souris dans les études de cancérogenèse puisse ne présenter qu$un 
intérêt limité (24) (25) (26), certains programmes réglementaires actuels 
exigent tout de même la conduite d$essais de cancérogenèse sur la souris, 
sauf lorsqu$il est établi que de tels essais ne sont pas nécessaires sur le plan 
scientifique. Les rats et les souris sont les modèles expérimentaux choisis de 
préférence, en raison de leur durée de vie relativement courte, de leur 
utilisation fréquente dans les études pharmacologiques et toxicologiques, 
de leur sensibilité à l$induction de tumeurs et de la disponibilité de 
souches suffisamment caractérisées. Ces caractéristiques permettent d$ob
tenir une grande quantité d$informations sur la physiologie et la pathologie 
de ces animaux. S$il s$avérait nécessaire de réaliser des études de toxicité 
chronique et de cancérogenèse avec des espèces de non- rongeurs, le plan et 
la conduite de l$étude devraient suivre les principes décrits dans la présente 
méthode d$essai ainsi que dans le chapitre B.27 de la présente annexe " 
Toxicité orale à doses répétées " non-rongeurs: 90 jours (6). Des informa
tions additionnelles sur le choix des espèces et des souches sont disponibles 
dans le document d$orientation n o 116 (7). 

16. Il convient d$employer des animaux adultes sains, de souches communé
ment utilisées dans les laboratoires. L$étude combinée de toxicité chronique 
et de cancérogenèse sera effectuée de préférence sur des animaux de même 
souche et de même provenance que ceux utilisés dans l$étude (les études) de 
toxicité préliminaire(s) de plus courte durée. Si toutefois ces animaux sont 
réputés ne pas répondre aux critères de survie généralement admis dans les 
études à long terme [voir le document d$orientation n o 116 (7)], il convient 
d$envisager d$utiliser une souche d$un animal dont le taux de survie 
permette de réaliser une étude à long terme. Les femelles sont nullipares 
et non gravides. 
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Conditions d"hébergement et d"alimentation 

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

Préparation des animaux 

18. Il convient d$utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions de labo
ratoire depuis au moins 7 jours et n$ayant jamais été soumis auparavant à 
des protocoles expérimentaux. Dans le cas des rongeurs, l$administration de 
la substance commence dès que possible après le sevrage et l$acclimatation, 
et de préférence avant l$âge de 8 semaines. L$espèce, la souche, la prove
nance, le sexe, le poids et l$âge des animaux d$expérience sont précisés. Au 
début de l$étude, la variation de poids des animaux de chaque sexe est 
minimale et n$excède pas ± 20 % du poids moyen de tous les animaux 
étudiés, et ce pour chaque sexe séparément. Les animaux sont affectés de 
manière aléatoire aux différents groupes (témoins et traités). Après la rando
misation, les poids moyens des groupes de chaque sexe ne présentent pas de 
différences significatives. En cas de différences statistiquement significa
tives, la phase de randomisation est répétée dans la mesure du possible. 
Chaque animal reçoit un numéro d$identification unique et en est marqué 
de manière permanente par tatouage, implant de micropuce ou toute autre 
méthode appropriée. 

PROTOCOLE 

Nombre et sexe des animaux 

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

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

20. L$étude peut prévoir le sacrifice d$animaux en cours d$étude, par exemple à 
6 mois pour la phase de toxicité chronique, afin de recueillir des données 
sur la progression des altérations non néoplasiques et des données mécanis
tiques, si cela est scientifiquement justifié. Si l$on dispose déjà de ces 
données, obtenues antérieurement lors d$études de toxicité à doses répétées 
sur la substance d$essai, les sacrifices en cours d$étude peuvent ne pas être 
scientifiquement justifiés. Les animaux étudiés pendant la phase de toxicité 
chronique de l$étude, normalement sur une durée de 12 mois (paragraphe 
34), fournissent les données correspondant aux sacrifices en cours d$étude 
pour la phase de cancérogenèse, ce qui réduit le nombre total d$animaux 
étudiés. Des groupes satellites peuvent aussi être constitués pour la phase de 
toxicité chronique afin de contrôler la réversibilité des éventuelles altérations 
toxicologiques induites par la substance d$essai. Ces investigations pourront 
ne porter que sur les doses maximales de l$étude et sur le groupe témoin. Un 
groupe supplémentaire d$animaux sentinelles (généralement 5 animaux de 
chaque sexe) peut être inclus si nécessaire pour le suivi de l$état patholo
gique au cours de l$étude (30). On trouvera des indications supplémentaires 
sur les sacrifices en cours d$étude et sur le recours à des animaux satellites 
et sentinelles, ainsi que sur la limitation du nombre total d$animaux étudiés, 
dans le document d$orientation n o 116 (7). 

21. Si l$inclusion d$animaux satellites et/ou des sacrifices en cours d$essai sont 
prévus, le nombre d$animaux dans chaque groupe de dose prévu à cet effet 
sera normalement de 10 animaux de chaque sexe, et le nombre total d$ani
maux étudiés devra être augmenté du nombre d$animaux devant être sacri
fiés avant l$achèvement de l$étude. Les animaux destinés à être sacrifiés en 
cours d$étude et les animaux satellites sont normalement sujets aux mêmes 
observations que ceux soumis à la phase de toxicité chronique de l$étude 
principale, notamment en ce qui concerne le poids corporel, la prise d$ali
ments et d$eau, les mesures hématologiques et de biochimie clinique, et les 
examens pathologiques. Toutefois, des dispositions peuvent aussi être prises 
(dans les groupes d$animaux sacrifiés en cours d$étude) pour limiter ces 
observations à des mesures essentielles spécifiques telles que la neurotoxi
cité ou l$immunotoxicité. 

Groupes de dose et dosages 

22. Le document d$orientation n o 116 (7) donne des indications sur tous les 
aspects du choix des doses et des écarts entre les doses. Il convient d$utiliser 
au moins trois doses et un groupe témoin, aussi bien pour la phase de 
toxicité chronique que pour la phase de cancérogenèse. Les niveaux de 
doses seront généralement basés sur les résultats d$études à plus court 
terme à doses répétées, ou d$études préliminaires de détermination des 
concentrations, et devront prendre en compte toutes les données toxicolo
giques et toxicocinétiques existantes relatives à la substance d$essai ou aux 
substances chimiques apparentées. 
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23. Pour la phase de toxicité chronique de l$étude, une étude complète portant 
sur trois niveaux de doses peut ne pas être considérée comme indispensable 
s$il est possible d$anticiper qu$un essai à dose unique, équivalant au moins à 
1 000 mg/kg de poids corporel/jour, ne produira probablement pas d$effets 
indésirables. La décision est fondée sur les résultats d$études préliminaires et 
sur l$absence probable de toxicité de la substance d$essai, compte tenu des 
données disponibles sur des substances structurellement apparentées. Une 
limite de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour peut s$appliquer sauf si l$ex
position humaine indique qu$il est nécessaire de recourir à un niveau de 
dose plus élevé. 

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

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

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

27. Comme le précise le document d$orientation n o 116 (7), les facteurs à 
prendre en compte dans le choix des doses sont notamment les suivants: 

� non-linéarités ou points d$inflexion connus ou supposés de la courbe 
dose-réponse, 

� toxicocinétique et gammes de doses auxquelles l$induction métabolique, 
la saturation ou la non-linéarité entre les doses internes et externes 
surviennent ou non, 

� lésions précurseurs, marqueurs d$effets ou indicateurs du déroulement de 
processus biologiques clés sous-jacents, 
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� aspects principaux (ou présumés) du mode d$action, par exemple doses 
auxquelles une cytotoxicité commence à se manifester, les dosages 
hormonaux sont perturbés, les mécanismes homéostatiques sont dépas
sés, etc., 

� régions de la courbe dose-réponse nécessitant une estimation particuliè
rement précise, par exemple dans le domaine de la DR prévue ou d$un 
seuil présumé, 

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

28. 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 l$administration de la substance d$essai, les animaux du groupe témoin 
sont traités de la même manière que ceux des groupes d$essai. Si un véhi
cule est employé, on administrera au groupe témoin le plus grand volume de 
véhicule utilisé pour les groupes traités. Si la substance d$essai est incor
porée aux aliments et entraîne une diminution sensible de la prise de nour
riture liée à une moindre appétence de celle-ci, il pourra être utile d$utiliser 
un groupe témoin supplémentaire nourri en parallèle, qui constituerait un 
témoin plus approprié. 

Préparation des doses et administration de la substance d"essai 

29. La substance d$essai est normalement administrée par voie orale, soit dans la 
nourriture ou l$eau de boisson, soit par gavage. Des informations complé
mentaires sur les voies et méthodes d$administration figurent dans le docu
ment d$orientation n o 116 (7). La voie et le mode d$administration dépen
dent de la finalité de l$étude, des propriétés physico-chimiques de la subs
tance d$essai, de sa biodisponibilité ainsi que de la voie et du mode prédo
minants d$exposition humaine. Il convient de justifier le choix de la voie et 
du mode d$administration. Dans l$intérêt des animaux, le gavage oral n$est 
normalement choisi que pour les substances pour lesquelles cette voie et ce 
mode d$administration correspondent à une voie d$exposition potentielle 
raisonnable chez l$homme (produits pharmaceutiques, par exemple). Dans 
le cas des produits chimiques alimentaires ou environnementaux, notamment 
les pesticides, l$administration se fait d$ordinaire via le régime alimentaire 
ou l$eau de boisson. Toutefois, dans certains contextes, tels que l$exposition 
professionnelle, l$administration par d$autres voies peut être plus appropriée. 

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

31. Il importe de veiller à ce que les quantités de substances d$essai adminis
trées dans les aliments ou l$eau de boisson n$interfèrent pas avec la nutrition 
ou avec l$équilibre hydrique. Dans les études de toxicité à long terme faisant 
intervenir une administration par voie alimentaire, la concentration de la 
substance d$essai dans les aliments ne dépasse normalement pas 5 % de 
la ration totale, afin d$éviter les déséquilibres nutritionnels. Si la substance 
d$essai est incorporée à la nourriture, on peut utiliser soit une concentration 
alimentaire constante (mg/kg d$aliment ou ppm) soit un niveau de dose 
constant par rapport au poids corporel de l$animal (mg/kg de poids corpo
rel), calculé sur une base hebdomadaire. La solution choisie est spécifiée. 
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32. En cas d$administration par voie orale, les animaux reçoivent une dose 
quotidienne de la substance d$essai (à raison de 7 jours par semaine) et 
ce pendant une période de 12 mois (phase chronique) ou de 24 mois (phase 
de cancérogenèse) pour les rongeurs (voir aussi les paragraphes 33 et 34). 
Tout autre régime de dosage, par exemple une administration 5 jours par 
semaine, donne lieu à une justification. En cas d$administration par voie 
cutanée, les animaux reçoivent normalement le traitement pendant au moins 
6 heures par jour, 7 jours par semaine, comme le spécifie le chapitre B.9 de 
la présente annexe (11), et ce pendant une période de 12 mois (phase 
chronique) ou de 24 mois (phase de cancérogenèse). L$exposition par inha
lation est réalisée pendant 6 heures par jour, 7 jours par semaine, mais il est 
possible, si cela se justifie, de limiter l$exposition à 5 jours par semaine. La 
période d$exposition est normalement de 12 mois (phase chronique) ou de 
24 mois (phase de cancérogenèse). Si des espèces de rongeurs autres que le 
rat sont exposées «nez seul», il est possible d$ajuster la durée maximale 
d$exposition en fonction du stress propre à ces espèces. Le choix d$une 
durée d$exposition inférieure à 6 heures par jour fait l$objet d$une justifica
tion. Voir aussi à ce sujet le chapitre B.8 de la présente annexe (9). 

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

Durée de l"étude 

34. Si la période d$administration et la durée de la phase chronique de cette 
étude sont normalement de 12 mois, le plan de l$étude permet une applica
tion à des essais de durée plus courte (6 à 9 mois par exemple) ou plus 
longue (18 à 24 mois), pour répondre aux exigences de régimes réglemen
taires particuliers ou obtenir des données mécanistiques spécifiques. Les 
déviations par rapport à une durée d$exposition de 12 mois font l$objet de 
justifications, surtout dans le cas de durées plus courtes. Le traitement de 
tous les groupes de doses affectés à cette phase est interrompu au moment 
prévu pour l$évaluation de la toxicité chronique et de lésions pathologiques 
non néoplasiques. Les groupes satellites inclus pour contrôler la réversibilité 
des éventuelles altérations toxicologiques induites par la substance d$essai 
sont maintenus sans traitement, pendant une période d$au moins 4 semaines 
et d$au plus un tiers de la durée totale de l$étude, après la cessation de 
l$exposition. 

35. La durée de la phase de cancérogenèse de cette étude sera normalement de 
24 mois pour les rongeurs, ce qui correspond à la majeure partie de la durée 
de vie normale des animaux utilisés. Elle peut être allongée ou raccourcie 
selon la durée de vie de la souche de l$espèce animale utilisée, mais ce 
changement de durée fait l$objet d$une justification. Pour certaines souches 
particulières de souris, par exemple AKR/J, C3H/J ou C57BL/6J, une durée 
de 18 mois peut être plus appropriée. On trouvera ci- après des informations 
sur la durée, la clôture de l$étude et la survie; d$autres considérations, 
relatives notamment à l$acceptabilité d$une étude de cancérogenèse 
estimée négative du fait de la survie des animaux, figurent dans le document 
d$orientation n o 116 (7): 
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� la clôture de l$étude est envisagée lorsque le nombre de survivants des 
groupes soumis aux plus faibles doses ou du groupe témoin tombe en 
dessous de 25 pour cent, 

� la clôture de l$étude n$est pas déclenchée par la mort prématurée des 
animaux du seul groupe ayant reçu la dose la plus élevée, 

� la survie des animaux est prise en considération séparément pour chaque 
sexe, 

� l$étude n$est pas prolongée au-delà du point où les données pouvant être 
tirées de l$étude ne sont plus suffisantes pour permettre une évaluation 
statistiquement valable. 

OBSERVATIONS (PHASE DE TOXICITÉ CHRONIQUE) 

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

37. Tous les animaux font l$objet d$observations cliniques détaillées au moins 
une fois avant la première exposition (pour permettre des comparaisons 
intra-individuelles), à la fin de la première semaine de l$étude, et une fois 
par mois ensuite. Les observations respectent un protocole qui réduit au 
minimum les variations entre observateurs et les rend indépendantes du 
groupe testé. Ces observations sont effectuées hors de la cage où sont 
logés les animaux, de préférence dans une enceinte normalisée et à heures 
fixes. Elles sont soigneusement consignées, de préférence en utilisant un 
système de cotation explicitement défini par le laboratoire qui réalise l$essai. 
Les conditions d$observation demeurent aussi constantes que possible. Les 
observations portent notamment sur les symptômes suivants (sans que cette 
liste soit exhaustive): modifications de l$état de la peau, de la fourrure, des 
yeux et des muqueuses, apparition de sécrétions et d$excrétions, et réactions 
neurovégétatives (par exemple, sécrétion de larmes, horripilation, variation 
du diamètre pupillaire, respiration anormale). Il convient également de 
consigner les changements dans la démarche, la posture et les réactions à 
la manipulation, ainsi que la présence de mouvements cloniques ou toniques 
et les comportements stéréotypés (par exemple, toilettage excessif, parcours 
circulaires répétitifs) ou bizarres (par exemple, automutilation, marche à 
reculons) (32). 

38. Avant la première administration de la substance d$essai, tous les animaux 
font l$objet d$un examen ophtalmologique effectué à l$aide d$un ophtalmo
scope ou d$un autre appareil approprié. À l$issue de l$étude, cet examen est 
réalisé de préférence sur tous les animaux, mais au moins sur ceux du 
groupe traité à la dose la plus élevée et du groupe témoin. Si des altérations 
oculaires liées au traitement sont détectées, tous les animaux sont examinés. 
Si l$analyse structurale ou d$autres observations suggèrent une toxicité 
oculaire, il faut augmenter la fréquence des examens oculaires. 

39. Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d$induction d$effets 
neurotoxiques lors d$essais antérieurs de toxicité à doses répétées sur 28 
et/ou 90 jours, une vérification de la réactivité sensorielle à différents types 
de stimuli (32) (stimuli auditifs, visuels ou proprioceptifs, par exemple) (33) 
(34) (35) et une évaluation de la force de préhension (36) ainsi que de 
l$activité motrice (37) pourront être menées en option. Elles seront réalisées 
avant le début de l$étude et tous les 3 mois par la suite, jusqu$à 12 mois 
inclusivement, ainsi qu$à la fin de l$étude (si celle-ci dure plus de 12 mois). 
On trouvera dans les références bibliographiques susmentionnées une 
description plus détaillée des modes opératoires. Toutefois, d$autres modes 
opératoires que ceux figurant dans ces références sont également utilisables. 
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40. Dans le cas de substances ayant présenté un potentiel d$induction d$effets 
immunotoxiques lors d$essais antérieurs de toxicité à doses répétées sur 28 
et/ou 90 jours, d$autres examens sur cet effet peuvent être menés en option à 
la fin de l$étude. 

Poids corporel, prise d!aliments et d!eau, et efficacité alimentaire 

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

Hématologie et biologie clinique 

42. Dans les études faisant intervenir des rongeurs, des examens hématologiques 
sont effectués sur tous les animaux d$expérience (10 mâles et 10 femelles 
par groupe) à 3, 6 et 12 mois, ainsi qu$à la fin de l$étude (si celle-ci dure 
plus de 12 mois). Si des souris sont utilisées, il peut être nécessaire de 
constituer des groupes satellites afin de pouvoir effectuer tous les 
examens hématologiques requis (voir paragraphe 19). Dans les études 
faisant intervenir des non-rongeurs, les échantillons seront prélevés sur un 
plus petit nombre d$animaux (par exemple 4 animaux de chaque sexe par 
groupe dans les études chez le chien), à des stades intermédiaires et à la fin 
de l$étude, de la même manière que chez les rongeurs. Il ne sera pas 
nécessaire d$effectuer des examens à 3 mois, chez les rongeurs comme 
chez les autres animaux, si aucun effet sur les paramètres hématologiques 
n$a été observé lors d$une étude antérieure menée sur 90 jours à des niveaux 
de doses comparables. Les échantillons de sang sont prélevés en un 
point déterminé, par exemple par ponction cardiaque ou au niveau du 
sinus rétro-orbitaire, sous anesthésie. 

43. Les investigations portent sur les paramètres suivants (38): numération 
leucocytaire totale et différentielle, numération érythrocytaire et plaquettaire, 
concentration d$hémoglobine, hématocrite (volume cellulaire sanguin après 
centrifugation), volume corpusculaire moyen (VCM), hémoglobine corpus
culaire moyenne (HCM), concentration d$hémoglobine corpusculaire 
moyenne (CHCM), temps de prothrombine et temps de thromboplastine 
partielle activée. D$autres paramètres hématologiques tels que les corps de 
Heinz et autres anomalies morphologiques érythrocytaires ou la méthémo
globine peuvent être étudiés si nécessaire en fonction de la toxicité de la 
substance d$essai. Dans l$ensemble, il convient d$adapter l$approche suivie à 
l$effet observé et/ou attendu d$une substance d$essai donnée. Si la substance 
d$essai exerce un effet sur le système hématopoïétique, des numérations 
réticulocytaires et une cytologie médullaire peuvent être également indiquées 
mais n$ont pas à être pratiquées de manière systématique. 

44. Des analyses de biochimie clinique, visant à étudier les principaux effets 
toxiques sur les tissus, et en particulier sur le rein et le foie, sont effectuées 
à partir d$échantillons de sang prélevés sur tous les animaux étudiés (10 
mâles et 10 femelles par groupe) à des intervalles de temps semblables à 
ceux spécifiés pour les examens hématologiques. Si des souris sont utilisées, 
il peut être nécessaire de constituer des groupes satellites afin de pouvoir 
effectuer toutes les analyses de biochimie clinique nécessaires. Dans les 
études faisant intervenir des non-rongeurs, les échantillons seront prélevés 
sur un plus petit nombre d$animaux (par exemple 4 animaux de chaque sexe 
par groupe dans les études chez le chien), à des stades intermédiaires et à la 
fin de l$étude, de la même manière que chez les rongeurs. Des examens à 3 
mois, chez les rongeurs comme chez les autres animaux, sont superflus si 
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aucun effet sur les paramètres de biochimie clinique n$a été observé lors 
d$une étude antérieure menée sur 90 jours à des niveaux de doses compara
bles. Il est recommandé de faire jeûner les animaux (à l$exception des 
souris) pendant la nuit qui précède la prise de sang ( 1 ). Les investigations 
portent sur les paramètres suivants (38): glucose, urée (azote uréique), créa
tinine, protéines totales, albumine, calcium, sodium, potassium, cholestérol 
total, au moins deux enzymes révélatrices des effets hépatocellulaires (ala
nine aminotransférase, aspartate aminotransférase, glutamate déshydrogé
nase, acides biliaires totaux) (39) et au moins deux enzymes révélatrices 
des effets hépatobiliaires (phosphatase alcaline, gamma- glutamyl trans
férase, 5$-nucléotidase, bilirubine totale, acides biliaires totaux) (39). D$au
tres paramètres de chimie clinique, tels que les triglycérides à jeun, des 
hormones spécifiques et la cholinestérase peuvent être mesurés si nécessaire 
en fonction de la toxicité de la substance d$essai. Dans l$ensemble, il 
convient d$adapter l$approche suivie à l$effet observé et/ou attendu d$une 
substance d$essai donnée. 

45. Des analyses d$urine sont effectuées à partir d$échantillons prélevés sur tous 
les animaux étudiés (10 mâles et 10 femelles par groupe) à des intervalles 
de temps semblables à ceux spécifiés pour les examens hématologiques et 
de chimie clinique. Il ne sera pas nécessaire d$effectuer des dosages à 3 
mois si les analyses d$urine pratiquées dans le cadre d$une étude antérieure 
menée sur 90 jours à des niveaux de doses comparables n$ont révélé aucun 
effet. La liste suivante de paramètres à étudier fait partie d$une recomman
dation d$experts relative aux études de pathologie clinique (38): aspect, 
volume, osmolalité ou poids spécifique, pH, protéines totales et glucose. 
D$autres mesures, notamment la recherche de corps cétoniques, d$urobilino
gène, de bilirubine et de sang occulte, peuvent aussi être réalisées. L$étude 
d$autres paramètres peut aussi s$avérer nécessaire pour élargir les recherches 
sur l$effet ou les effets observés. 

46. On considère généralement que dans les études portant sur des chiens, il est 
nécessaire de déterminer les variables hématologiques et de biochimie 
clinique de base avant le début du traitement, mais que ce n$est pas indis
pensable dans les études portant sur des rongeurs (38). Toutefois, si l$on ne 
dispose pas de données historiques de base appropriées (voir paragraphe 
58), il convient d$envisager d$en obtenir. 

PATHOLOGIE 

Autopsie macroscopique 

47. Tous les animaux de l$étude font normalement l$objet d$une autopsie macro
scopique complète et détaillée, comprenant un examen attentif de la surface 
externe du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités crânienne, 
thoracique et abdominale et de leurs contenus. Toutefois, des dispositions 
peuvent aussi être prises (dans les groupes d$animaux sacrifiés en cours 
d$étude ou les groupes satellites) pour limiter ces observations à des 
mesures essentielles spécifiques telles que la neurotoxicité ou l$immunotoxi
cité (voir paragraphe 21). Il n$est pas nécessaire que ces animaux fassent 
l$objet d$une autopsie, ni des procédures ultérieures décrites dans les para
graphes qui suivent. L$autopsie des animaux sentinelles pourra devoir être 
effectuée au cas par cas, à la discrétion du directeur de l$étude. 
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( 1 ) Pour un certain nombre de dosages effectués sur le sérum ou le plasma, et plus parti
culièrement pour le dosage du glucose, il est préférable de faire jeûner les animaux 
durant la nuit qui précède la prise de sang. En l$absence de jeûne, la variabilité des 
résultats est en effet plus grande, et risque de masquer des effets plus subtils ainsi que de 
rendre l$interprétation plus difficile. En revanche, le jeûne peut modifier le métabolisme 
général des animaux et, en particulier dans les études d$alimentation, perturber l$expo
sition quotidienne à la substance d$essai. Tous les animaux sont évalués dans le même 
état physiologique et il sera donc préférable de programmer les évaluations détaillées ou 
neurologiques pour un autre jour que celui des prélèvements de biochimie clinique.



 

48. Il convient de déterminer le poids des organes de tous les animaux hormis 
ceux mentionnés dans la dernière partie du paragraphe 47. Les glandes 
surrénales, le cerveau, les épididymes, le c#ur, les reins, le foie, les ovaires, 
la rate, les testicules, la thyroïde (pesée après fixation, avec les glandes 
parathyroïdes) et l$utérus de tous les animaux (excepté ceux trouvés mori
bonds et/ou ayant été sacrifiés en cours d$étude) sont débarrassés, le cas 
échéant, de tout tissu adhérent et pesés à l$état frais dès que possible après la 
dissection, pour prévenir la dessiccation. 

49. Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus appro
prié, à la fois pour le type de tissu et pour l$examen histopathologique prévu 
(40) (l$examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif): 

toutes les lésions macroscopiques ganglions lymphatiques (superficiels et profonds) 

muscle squelettique rein aorte glande coagulante 

nerf périphérique [sternum] [bulbe olfactif] glande de Harder 

[voies respiratoires supé
rieures dont nez, cornets et 
sinus paranasaux] 

testicule cæcum glande lacrymale (exorbitale) 

#il (dont rétine) thymus cerveau (segments d$en
céphale, de cervelet et 
de bulbe rachidien/pont) 

glande mammaire (obliga
toire pour les femelles et, si 
visible à la dissection, aussi 
pour les mâles) 

#sophage thyroïde c#ur glande salivaire 

ovaire trachée col utérin glande surrénale 

pancréas [uretère] côlon hypophyse 

parathyroïde [urètre] [dents] iléon 

peau utérus (col inclus) duodénum jéjunum 

poumon vagin épididyme [langue] 

prostate vésicule biliaire (pour les 
espèces autres que le rat) 

estomac (pré-estomac, 
moelle épinière rate 
vésicule séminale 
estomac glandulaire) 

(niveaux cervical, mésothora
cique et lombaire) 

[fémur avec articulation] segment de moelle 
osseuse et/ou moelle 
osseuse fraîchement 
ponctionnée 

rectum vessie 

foie 
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Dans le cas des organes allant par paires, par exemple les reins ou les 
glandes surrénales, les deux organes sont préservés. Les observations, 
notamment cliniques, peuvent amener à examiner d$autres tissus. Tous les 
organes considérés comme des organes cibles potentiels du fait des 
propriétés connues de la substance d$essai sont aussi conservés. Dans les 
études portant sur une administration par la voie cutanée, il y a lieu d$exa
miner les organes figurant sur la liste établie pour la voie orale et de 
procéder à un prélèvement et une conservation spécifiques de la peau prove
nant du site d$application. Dans les études par inhalation, la liste des tissus 
des voies respiratoires conservés et examinés est conforme aux recomman
dations des chapitres B.8 (9) et B.29 (10) de la présente annexe. Pour les 
autres organes et tissus (outre les tissus des voies respiratoires spécifique
ment conservés), il convient d$examiner les organes de la liste établie pour 
la voie orale. 

Histopathologie 

50. Des informations sont disponibles sur les meilleures pratiques en matière de 
conduite des études de pathologie toxicologique (40). Au minimum, les 
examens devront porter sur les tissus suivants: 

� tous les tissus prélevés dans le groupe à dose élevée et le groupe témoin, 

� tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de 
l$étude, 

� tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques, 

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

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

OBSERVATIONS (PHASE DE CANCÉROGENÈSE) 

51. Un examen de la morbidité ou de la mortalité est effectué quotidiennement 
chez tous les animaux, généralement en début et en fin de journée, fins de 
semaine et jours fériés compris. Une recherche de signes spécifiques signi
ficatifs sur le plan toxicologique est aussi effectuée une fois par jour. Dans 
le cas d$une étude par gavage, les animaux sont examinés immédiatement 
après l$administration de la dose. Une attention particulière devra être 
accordée au développement de tumeurs, et le moment d$apparition, la loca
lisation, les dimensions, l$aspect et la progression de chaque tumeur nette
ment visible ou palpable sont consignés. 

52. Tous les animaux sont pesés au début du traitement, au moins une fois par 
semaine pendant les 13 premières semaines, puis au moins une fois par 
mois. La prise d$aliments et l$efficacité alimentaire sont aussi mesurées au 
moins une fois par semaine pendant les 13 premières semaines, puis au 
moins une fois par mois. Lorsque la substance d$essai est administrée 
dans l$eau de boisson, la prise d$eau est aussi mesurée au moins une fois 
par semaine pendant les 13 premières semaines, puis au moins une fois par 
mois. Il peut également être utile de mesurer la prise d$eau dans les études 
où celle- ci est modifiée. 
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Hématologie, biochimie clinique et autres mesures 

53. Afin d$obtenir le plus possible d$informations de l$étude, surtout en ce qui 
concerne le mode d$action de la substance, il peut être utile d$effectuer des 
prélèvements sanguins afin de procéder à des analyses hématologiques et de 
biochimie clinique, mais la décision concernant ces prélèvements appartient 
au directeur de l$étude. Des analyses d$urine peuvent être aussi appropriées. 
Les données obtenues sur les animaux étudiés dans la phase de toxicité 
chronique, normalement d$une durée de 12 mois (voir paragraphe 34), 
renseignent sur ces paramètres. On trouvera des informations complémen
taires sur l$intérêt de tels prélèvements pour une étude de cancérogenèse 
dans le document d$orientation n o 116 (7). Les éventuels prélèvements 
sanguins sont à recueillir à la fin de l$étude, juste avant ou pendant le 
sacrifice des animaux. Ils sont effectués en un point déterminé, par 
exemple par ponction cardiaque ou au niveau du sinus rétro-orbital, sous 
anesthésie. Des étalements sanguins peuvent aussi être préparés en vue d$un 
examen, notamment si la moelle osseuse semble être l$organe cible, bien 
que l$utilité d$un tel examen pour l$évaluation du potentiel cancérogène/on
cogène pendant la phase de cancérogenèse ait été mise en question (38). 

PATHOLOGIE 

Autopsie macroscopique 

54. Tous les animaux de l$étude à l$exception des sentinelles et autres animaux 
satellites (voir paragraphe 20), font l$objet d$une autopsie macroscopique 
complète et détaillée, comprenant un examen attentif de la surface externe 
du corps et de tous les orifices ainsi que des cavités crânienne, thoracique et 
abdominale et de leurs contenus. L$autopsie des sentinelles et autres 
animaux satellites peut être effectuée au cas par cas, à la discrétion du 
directeur de l$étude. La pesée des organes ne fait normalement pas partie 
d$une étude de cancérogenèse car les changements liés à l$âge ou, dans des 
phases plus avancées, au développement de tumeurs rendent superflues les 
données relatives au poids des organes. Ces données peuvent toutefois 
présenter un grand intérêt pour les évaluations fondées sur le poids de la 
preuve, notamment en ce qui concerne le mode d$action. Si ces données font 
partie d$une étude satellite, elles sont collectées dans l$année suivant le 
début de l$étude. 

55. Les tissus suivants sont conservés dans le milieu de fixation le plus appro
prié, à la fois pour le type de tissu et pour l$examen histopathologique prévu 
(40) (l$examen des tissus indiqués entre crochets est facultatif): 

toutes les lésions macrosco
piques 

ganglions lymphatiques (superficiels et 
profonds) 

muscle squelettique 

rein aorte glande coagulante nerf périphérique 

[sternum] [bulbe olfactif] glande de Harder [voies respiratoires supé
rieures dont nez, cornets et 
sinus paranasaux] 

testicule cæcum glande lacrymale (exor
bitale) 

#il (dont rétine) 

thymus cerveau (segments d$en
céphale, de cervelet et 
de bulbe rachidien/pont) 

glande mammaire (obli
gatoire pour les 
femelles et, si visible à 
la dissection, aussi pour 
les mâles) 

#sophage 

thyroïde c#ur glande salivaire ovaire 

trachée col utérin glande surrénale pancréas 

[uretère] côlon hypophyse parathyroïde 
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[urètre] [dents] iléon peau 

utérus (col inclus) duodénum jéjunum poumon 

vagin épididyme [langue] prostate 

vésicule biliaire (pour les 
espèces autres que le rat) 

estomac (pré-estomac, 
moelle épinière rate vési
cule séminale 

estomac glandulaire) (niveaux cervical, mésothora
cique et lombaire) 

[fémur avec articulation] segment de moelle 
osseuse et/ou aspirat 
frais 

rectum vessie 

foie 

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

Histopathologie 

56. Des informations sont disponibles sur les meilleures pratiques en matière de 
conduite des études de pathologie toxicologique (40). Au minimum, les 
examens histopathologiques devront porter sur les tissus suivants: 

� tous les tissus prélevés dans le groupe à dose élevée et le groupe témoin, 

� tous les tissus prélevés sur les animaux morts ou sacrifiés au cours de 
l$étude, 

� tous les tissus présentant des anomalies macroscopiques, notamment des 
tumeurs, 

� lorsque des altérations histopathologiques dues au traitement sont obser
vées dans le groupe à dose élevée, ces mêmes tissus sont examinés chez 
tous les animaux de tous les autres groupes de doses, 

� dans le cas des organes allant par paires, comme les reins ou les glandes 
surrénales, les deux organes sont examinés. 
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RÉSULTATS ET RAPPORT (CANCÉROGENÈSE ET TOXICITÉ CHRO
NIQUE) 

Résultats 

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

58. Les données de contrôle historiques peuvent faciliter l$interprétation des 
résultats de l$étude, par exemple lorsque les données provenant des 
témoins concurrents semblent diverger de manière significative de données 
récentes obtenues sur des animaux témoins issus de la même installation 
d$essai/colonie d$élevage. Si elles sont évaluées, les données de contrôle 
historiques émanent du même laboratoire, portent sur des animaux du 
même âge et de la même souche, produits dans les cinq ans précédant 
l$étude en question. 

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

60. Le rapport d$essai mentionne les informations suivantes: 

Substance d!essai: 

� état physique, pureté et propriétés physico-chimiques, 

� données d$identification, 

� provenance de la substance, 

� numéro de lot, 

� certificat d$analyse chimique. 

Véhicule (le cas échéant): 

� justification du choix du véhicule (s$il est autre que l$eau). 

Animaux d!expérience: 

� espèce/souche utilisée et justification du choix fait, 

� nombre, âge et sexe des animaux au début de l$essai, 

� provenance, conditions d$encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l$essai. 
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Conditions expérimentales: 

� justification de la voie d$administration et du choix des doses, 

� le cas échéant, méthodes statistiques utilisées pour analyser les données, 

� détails concernant la formulation de la substance d$essai ou son incor
poration dans les aliments, 

� données analytiques sur la concentration obtenue, la stabilité et l$homo
généité de la préparation, 

� voie d$administration et détails concernant l$administration de la subs
tance d$essai, 

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

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

� détails concernant la qualité de l$alimentation et de l$eau de boisson. 

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

Résultats généraux: 

� données sur la survie, 

� poids corporel/variations du poids corporel, 

� prise d$aliments, calculs de l$efficacité alimentaire, si effectués, et prise 
d$eau, le cas échéant, 

� données toxicocinétiques (si disponibles), 

� ophtalmoscopie (si disponible), 

� hématologie (si disponible), 

� chimie clinique (si disponible). 

Résultats cliniques: 

� signes de toxicité, 

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

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

Données relatives aux autopsies: 

� poids corporel à l$issue de l$essai, 

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

� résultats d$autopsie; incidence et sévérité des anomalies. 

Histopathologie: 

� observations d$effets histopathologiques non néoplasiques, 

� observations d$effets histopathologiques néoplasiques, 
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� corrélation entre les observations macroscopiques et microscopiques, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques liés au trai
tement et échelle d$évaluation de la sévérité, 

� apport sur l$analyse éventuelle des lames par des pairs. 

Traitement statistique des résultats, le cas échéant 

Discussion des résultats, notamment: 

� examen de toutes les approches de modélisation, 

� relations dose-réponse, 

� données de contrôle historiques, 

� examen de toutes les informations concernant le mode d$action, 

� détermination des DR, DSENO et DMENO (dose minimale avec effet 
nocif observé), 

� applicabilité des résultats à l$être humain. 

Conclusions 
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Appendice 1 

DÉFINITION 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 

M4 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 505



 

B.34 TEST DE REPRODUCTION SUR UNE GÉNÉRATION 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Voir introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Voir introduction générale, partie B. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Néant. 

1.4. PRINCIPES DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance à tester est administrée à des doses croissantes à 
plusieurs groupes d'animaux mâles et femelles. Les mâles devraient 
être traités durant leur croissance et pendant au moins un cycle 
complet de spermatogenèse (environ 56 jours chez la souris et 70 
jours chez le rat) afin de permettre à la substance de produire 
quelques effets nocifs sur la spermatogenèse. 

Les femelles de la génération P seront traitées pendant au moins 
deux cycles #straux complets afin de permettre a la substance 
testée de produire quelques effets nocifs sur l'#strus. Les animaux 
sont ensuite accouplés. La substance testée est administrée aux 
animaux des deux sexes pendant la période d'accouplement, puis 
uniquement aux femelles durant la période de gestion et d'allaite
ment. Si l'on veut administrer la substance par voie respiratoire 
(inhalation), la méthode nécessite des adaptations. 

1.5. CRITÈRE QUALITATIF 

Néant. 

1.6. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Préparations 

Avant l'essai, de jeunes animaux adultes et sains sont randomisés et 
répartis par groupes traités et témoins. Les animaux sont maintenus 
dans les conditions expérimentales de stabulation et d'alimentation 
pendant au moins 5 jours avant l'expérience. Il est recommandé 
d'administrer la substance à tester dans la nourriture ou dans l'eau 
de boisson. D'autres voies d'administration sont également accepta
bles. La même méthode d'administration sera utilisée pour tous les 
animaux durant la période expérimentale appropriée. Si un véhicule 
ou d'autres additifs sont utilisés pour faciliter le traitement, ils 
devraient être reconnus sans effet toxique. Le traitement devrait 
être effectué pendant les 7 jours de la semaine. 
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A n i m a u x d ' e x p é r i e n c e 

Choix de l'espèce: 

L'espèce convenant le mieux est celle du rat ou de la souris. Des 
souches à faible taux de fécondité ne devraient pas être utilisées. Des 
animaux sains n'ayant pas été déjà utilisés dans une expérimentation 
devraient être utilisés. L'espèce, la souche, le sexe, le poids et/ou 
l'âge des animaux d'expérience seront spécifiés. 

Pour évaluer de façon adéquate la fécondité, mâles et femelles 
devraient tous deux être étudiés. Tous les animaux traités et 
témoins devraient être sevrés avant le début du traitement. 

Nombre et sexe: 

Chaque groupe traité et chaque groupe témoin devrait comporter un 
nombre d'animaux suffisant pour obtenir environ 20 femelles 
gravides arrivées à terme ou proches de celui-ci. 

L'objectif est d'obtenir un nombre de gestations et de portées suffi
sant pour permettre une évaluation valable de l'influence de la subs
tance sur la fertilité, la gestation, le comportement maternel des 
animaux de la génération P ainsi que l'allaitement, la croissance et 
le développement de la génération F 1 , de la conception au sevrage. 

C o n d i t i o n s d ' e s s a i 

La nourriture et l'eau devraient être fournies à satiété. Lorsqu'elles 
seront proches du terme, les femelles gravides devraient être placées 
dans des cages individuelles de mise bas ou de maternité et il peut 
leur être fourni les matériaux de nidification nécessaires. 

D o s e s 

Au moins trois groupes traités et un groupe témoin seront utilisés. Si 
un véhicule est utilisé pour administrer la substance testée, le groupe 
témoin recevra le volume maximal de véhicule ayant été utilisé. Si 
une substance à tester entraîne une réduction de la consommation 
alimentaire ou de l'assimilation, il peut être nécessaire d'utiliser un 
groupe témoin apparié. Dans les conditions idéales et à moins que la 
nature physique/chimique ou les effets biologiques de la substance 
testée ne s'y opposent dans une certaine mesure, le niveau de dose le 
plus élevé produira un effet toxique sans toutefois entraîner la mort 
des animaux parentaux (P). La(les) dose(s) intermédiaire(s) 
devrait(ent) produire des effets toxiques minima attribuables à la 
substance testée, et la dose faible ne devrait produire aucun effet 
nocif observable sur les parents ou leur progéniture. Lorsque la 
substance est administrée par gavage ou en capsule, la dose adminis
trée à chaque animal devrait être établie en fonction du poids 
corporel de chaque animal et fera l'objet d'un ajustement hebdoma
daire afin de tenir compte des modifications de poids corporel. Pour 
les femelles pendant la gestation, le traitement peut, si on le souhaite, 
être établi en fonction du poids corporel au jour 0 ou au jour 6 de la 
gestation. 

E s s a i d e l i m i t e 

Dans le cas de substances faiblement toxiques, si un niveau de dose 
d'au moins 1 000 mg/kg n'entraîne aucune interférence sur les capa
cités de reproduction, des études à d'autres niveaux de doses peuvent 
être considérées non nécessaires. Si une étude préliminaire effectuée 
avec le niveau de dose élevé, avec une toxicité évidente chez la 
mère, n'a aucun effet nocif sur la fertilité, on peut juger inutile 
d'effectuer des études avec d'autres niveaux de doses. 
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Mode opératoire 

P l a n d ' e x p é r i e n c e 

On devrait commencer à administrer quotidiennement la substance 
aux mâles géniteurs (P) lorsqu'ils auront atteints l'âge de 5 à 9 
semaines, après qu'ils auront été sevrés et acclimatés pendant au 
moins 5 jours. Chez les rats, le traitement est poursuivi pendant 
10 semaines, avant la période d'accouplement (pour les souris, 8 
semaines). Les mâles devraient être sacrifiés et examinés soit à la 
fin de la période d'accouplement soit alternativement maintenus en 
vie avec poursuite de l'administration de la substance dans la nour
riture, en vue de la production éventuelle d'une seconde portée, et 
devraient être sacrifiés et examinés à un moment avant la fin de 
l'étude. Dans le cas des femelles (P), le traitement devra commencer 
après au moins 5 jours d'acclimatation et se poursuivre pendant au 
moins 2 semaines avant l'accouplement. Les femelles P devraient 
continuer à recevoir leur traitement quotidien durant les 3 semaines 
de la période d'accouplement, durant la gestation et jusqu'au sevrage 
des petits F 1 . Des modifications du schéma de traitement peuvent 
être envisagées au cas où l'on disposerait d'autres informations sur la 
substance étudiée, comme l'induction du métabolisme ou la bio-accu
mulation. 

P r o c é d u r e d ' a c c o u p l e m e n t 

Dans les études de toxicité sur la fonction de reproduction, les 
accouplements peuvent se faire soit 1:1(1 mâle, 1 femelle) soit 1:2 
(1 mâle, 2 femelles). 

Dans le cas d'un accouplement 1:1, une femelle sera placée avec le 
même mâle jusqu'à ce qu'elle soit gravide ou que les 3 semaines se 
soient écoulées. On examinera les femelles chaque matin afin de 
relever la présence de sperme ou de bouchon vaginal. Le jour 0 
de la gestation est défini comme le jour où l'on constate la présence 
de bouchon vaginal ou de sperme. 

Tous les couples ayant failli à l'accouplement devraient être 
examinés afin de déterminer la cause de l'apparente stérilité. 

Ceci peut impliquer des procédures qui permettent des conditions 
d'accouplement avec des mâles ou des femelles ayant déjà procréé, 
de procéder à un examen microscopique des organes de reproduction 
ou à un examen du cycle #stral ou de la spermatogenèse. 

T a i l l e d e l a p o r t é e 

On laisse les animaux traités durant l'étude de fertilité mettre bas 
naturellement et élever librement leurs petits jusqu'au sevrage. 

Quand une méthode d'homogénéisation des portées est effectuée, il 
est suggéré d'appliquer le programme suivant: entre le jour 1 et le 
jour 4 après la naissance, la taille de chaque portée peut être adaptée 
en éliminant, par sélection, des petits afin d'obtenir, dans toute la 
mesure du possible, 4 mâles et 4 femelles par portée. 

Si le nombre de mâles ou de femelles ne permet pas d'obtenir 4 
petits de chaque sexe par portée, un ajustement partiel peut être 
accepté (par exemple 5 mâles et 3 femelles). Des ajustements ne 
sont pas possibles pour les portées de moins de 8 petits. 
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O b s e r v a t i o n s 

Pendant toute la période d'essai, chaque animal devrait être observé 
au moins une fois par jour. Des modifications comportementales 
significatives, des signes de parturition difficile ou prolongée ainsi 
que tous les signes de toxicité, y compris la mortalité, devraient être 
enregistrés. Pendant les périodes de pré-accouplement et d'accouple
ment, la consommation alimentaire sera déterminée quotidiennement. 
Après la parturition et durant la lactation, la consommation alimen
taire ainsi que la consommation d'eau lorsque la substance à tester 
est administrée dans l'eau de boisson devraient être déterminées le 
jour de la pesée des petits. Les mâles et les femelles P devraient être 
pesés le premier jour du traitement, puis toutes les semaines. Ces 
observations devraient être notées individuellement pour chaque 
animal adulte. 

La durée de la gestation devrait être calculée à partir du jour 0 de la 
gravidité. Chaque portée devrait être examinée dès que possible 
après la naissance afin de déterminer le nombre et le sexe des 
petits, les mort-nés, les nouveau-nés vivants et la présence d'anoma
lies macroscopiques. 

Les petits morts et les petits sacrifiés le quatrième jour devraient être 
conservés et examinés en vue de déceler d'éventuelles anomalies. Les 
petits vivants devraient être comptés et les portées pesées le matin 
qui suit la naissance ainsi que le quatrième et le septième jour, puis 
chaque semaine jusqu'au terme de l'étude, où les animaux devraient 
être alors pesés individuellement. 

Les anomalies physiques ou comportementales observées chez les 
mères ou les petits seront enregistrées. 

Pathologie 

A u t o p s i e 

Au moment du sacrifice ou de la mort en cours d'étude, les animaux 
de la génération P devraient être soumis à un examen macroscopique 
afin de déceler toute anomalie structurelle ou toute modification 
pathologique; une attention particulière étant accordée aux organes 
de l'appareil de reproduction. Les petits, morts ou moribonds, seront 
examinés du point de vue des malformations. 

H i s t o p a t h o l o g i e 

Les ovaires, l'utérus, le col utérin, le vagin, les testicules, l'épidi
dyme, les vésicules séminales, la prostate, la glande coagulante, 
l'hypophyse et l'(les) organe(s) cible(s) de tous les animaux P 
seront conservés en vue d'un examen microscopique. Au cas où 
ces organes n'ont pas été examinés au cours d'autres études à dose 
multiple, ils devraient être soumis à l'examen histologique pour tous 
les animaux traités à la dose élevée, tous les animaux témoins ainsi 
que ceux morts en cours d'expérience, lorsque c'est faisable. 

Les organes présentant des anomalies chez ces animaux devraient 
alors être examinés chez tous les autres animaux P. Dans ce cas, 
l'examen microscopique sera effectué pour tous les tissus présentant 
des modifications pathologiques macroscopiques. Comme suggéré 
dans les procédures d'accouplement, les organes reproducteurs des 
animaux soupçonnés de stérilité seront soumis à un examen micro
scopique. 
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2. RÉSULTATS 

Les résultats peuvent être résumés sous forme de tableaux indiquant, 
pour chaque groupe d'expérience, le nombre d'animaux au début de 
l'essai, le nombre de mâles féconds, le nombre de femelles gravides, 
le type de modifications et le pourcentage d'animaux présentant 
chaque type de modification. 

Lorsque c'est possible, les résultats numériques devraient être évalués 
au moyen d'une méthode statistique appropriée. Toute méthode 
statistique reconnue peut être utilisée. 

3. RAPPORT 

3.1. PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra si possible les renseignements 
suivants: 

� espèce/souche utilisée, 

� réponse toxique par sexe et par dose, y compris fécondité, gesta
tion et viabilité, 

� moment de la mort en cours d'expérience ou indication si 
l'animal était encore en vie au moment prévu pour le sacrifier 
à l'issue de l'étude, 

� tableau présentant les poids de chaque portée, les poids moyens 
des petits et les poids individuels des petits à l'issue de l'étude, 

� effet toxique ou autre sur la reproduction, la descendance, la 
croissance post-natale, 

� jour de l'observation de tout signe anormal et évolution subsé
quente, 

� poids corporel des animaux P, 

� résultats d'autopsie, 

� description détaillée des observations microscopiques, 

� traitement statistique des résultats, quand cela est nécessaire, 

� discussion des résultats, 

� interprétation des résultats. 

3.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION 

Voir introduction générale, partie B. 

4. RÉFÉRENCES 

Voir introduction générale, partie B. 
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B.35 ÉTUDE DE TOXICITÉ POUR LA REPRODUCTION SUR DEUX 
GÉNÉRATIONS 

1. MÉTHODE 

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

1.1. INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai relative à la toxicité pour la reproduction 
sur deux générations est destinée à livrer des informations générales 
concernant les effets d'une substance d'essai sur l'intégrité et le fonc
tionnement des appareils reproducteurs mâle et femelle, notamment 
la fonction gonadique, le cycle #stral, le comportement à l'égard de 
l'accouplement, la conception, la gestation, la mise-bas, la lactation, 
le sevrage ainsi que la croissance et le développement de la descen
dance. L'étude peut aussi montrer les effets de la substance d'essai 
sur la morbidité et la mortalité néonatales, fournir des données préli
minaires 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 l'intégrité et le fonctionnement des appareils reproducteurs mâle 
et femelle, ainsi que la croissance et le développement de la géné
ration 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 à la toxicité pour le développement et/ou 
à la neurotoxicité pour le développement, ou en procédant à des 
études séparées à l'aide de méthodes d'essai appropriées. 

1.2 PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance d'essai est administrée à différentes doses échelonnées 
suivant une gradation à plusieurs groupes de mâles et de femelles. 
On administre la substance aux mâles de la génération P (génération 
parentale) durant leur croissance et pendant au moins un cycle sper
matogène complet (environ 56 jours chez la souris et 70 jours chez 
le rat) afin de mettre en évidence tous ses effets nocifs sur la sper
matogenèse. Les effets sur le sperme sont déterminés d'après 
plusieurs paramètres, comme la morphologie et la motilité des sper
matozoïdes, sur des préparations de tissus et au cours d'un examen 
histopathologique détaillé. Si l'on dispose de données sur la sperma
togenèse provenant d'une précédente étude à doses répétées de durée 
suffisante, par exemple 90 jours, il n'est pas nécessaire d'inclure les 
mâles de la génération P dans l'évaluation. Il est toutefois recom
mandé de conserver des échantillons ou des enregistrements numé
riques du sperme de la génération P, en vue d'une évaluation ulté
rieure. Les femelles de la génération P doivent être traitées durant la 
croissance et pendant plusieurs cycles #straux complets de manière à 
pouvoir détecter tous les effets nocifs de la substance d'essai sur le 
cycle #stral. 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. Après le 
sevrage, la descendance F1 continue de recevoir la substance durant 
toute sa croissance et l'administration se poursuit au cours de l'ac
couplement et de la production de la génération F2, jusqu'au sevrage 
de cette dernière. 

Tous les animaux subissent un examen clinique et pathologique 
destiné à mettre en évidence des signes de toxicité; cet examen 
s'attache en particulier à l'évaluation des effets sur l'intégrité et le 
fonctionnement des appareils reproducteurs mâle et femelle, ainsi 
que sur la croissance et le développement de la descendance. 
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1.3 DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.3.1 Choix des espèces 

Le rat est l'espèce qui convient le mieux à cet essai. Si on utilise une 
autre espèce, il faut justifier ce choix et effectuer les adaptations qui 
s'imposent. Les souches à faible taux de fécondité ou chez lesquelles 
l'incidence des anomalies du développement est notoirement élevée 
sont à proscrire. Au début de l'étude, la variation pondérale des 
animaux utilisés doit être 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 être à 22 o C (+ 3 o C), avec un taux d'humidité 
relative d'au moins 30 % et de préférence inférieur à 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 à satiété, conviendra. Le 
choix des aliments sera guidé par la nécessité d'y incorporer la subs
tance d'essai, si elle est administrée par cette voie. 

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

1.3.3 Préparation des animaux 

Il convient d'utiliser de jeunes animaux sains, acclimatés aux condi
tions du laboratoire pendant au moins 5 jours et n'ayant pas été 
soumis à d'autres essais. On indiquera l'espèce, la souche, la 
source, le sexe, le poids et/ou l'âge des animaux d'expérience. Il 
importe de connaître les liens collatéraux entre les animaux, afin 
de ne pas accoupler les membres d'une même 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 manière à réduire au 
minimum les éventuels effets liés à leur disposition. Chaque 
animal est désigné par un numéro d'identification propre. Les 
animaux de la génération P doivent être identifiés avant le début 
du traitement; ceux de la génération F1 qui sont sélectionnés pour 
l'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 dès que 
possible après la naissance, si on envisage de les peser individuel
lement ou d'effectuer des essais fonctionnels. 

Les animaux de la génération P seront âgés de 5 à 9 semaines au 
début du traitement. Tous les groupes d'essai doivent être aussi 
homogènes que possible quant au poids et à l'âge des animaux. 
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1.4. MODE OPÉRATOIRE 

1.4.1. Nombre et sexe des animaux 

Chaque groupe d'essai ou témoin doit comporter un nombre d'ani
maux suffisant pour que l'on puisse disposer en fin d'essai d'au 
moins 20 femelles gravides à terme ou presque. Pour les substances 
qui occasionnent des effets indésirables (stérilité, toxicité excessive à 
la dose élevée, par exemple), cela risque d'être impossible. Le but est 
d'obtenir suffisamment de femelles gravides pour pouvoir procéder à 
une évaluation significative de l'action de la substance étudiée sur la 
fertilité, la gestation, le comportement maternel et la période d'allai
tement, la croissance et le développement de la descendance F1, 
depuis la conception jusqu'à 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-à-dire 20) n'invalide pas nécessairement l'étude, et la situation 
doit être évaluée au cas par cas. 

1.4.2. Préparation des doses 

Il est recommandé d'administrer la substance d'essai par voie orale 
(dans la nourriture, l'eau de boisson ou par gavage) à 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 l'huile (par exemple l'huile de 
maïs) et en dernier lieu d'une solution dans d'autres véhicules. Si le 
véhicule n'est pas aqueux, sa toxicité doit être connue. Il faut déter
miner 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 parallèle. 
Sauf limitations imposées par les propriétés physiques, chimiques ou 
biologiques de la substance d'essai, la dose la plus élevée doit faire 
apparaître une certaine toxicité, sans entraîner la mort ni provoquer 
de souffrances aiguës. En cas de mortalité inattendue, si le taux de 
mortalité de la génération parentale est inférieur à environ 10 pour 
cent, l'étude reste en générale 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 géné
ralement d'un facteur deux ou quatre, et l'adjonction d'un quatrième 
groupe d'essai est souvent préférable à la fixation d'écarts trop impor
tants (par exemple, supérieurs à un facteur dix). Si la substance 
d'essai est incorporée à la nourriture, l'écart entre les doses ne doit 
pas être supérieur à un facteur trois. Le choix des doses sera orienté 
par toutes les données existantes sur la toxicité, en particulier les 
résultats des études à doses répétées. Toute information sur le méta
bolisme et la cinétique de la substance d'essai ou d'un composé 
apparenté doit également être prise en considération. Ces informa
tions serviront aussi à justifier l'échelle des doses. 
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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 l'administration de la substance d'essai, les animaux du 
groupe témoin seront traités de la même manière 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 
parallèle. Les résultats d'études contrôlées destinées à évaluer les 
effets d'une diminution de la consommation de nourriture sur les 
paramètres de la reproduction peuvent remplacer l'utilisation d'un 
groupe témoin nourri en parallèle. 

Il convient d'être 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 toxi
cité, ainsi qu'aux effets sur la consommation de nourriture ou d'eau 
et sur l'état nutritionnel des animaux. 

1.4.4. Essai limite 

Si un essai réalisé à une dose d'au moins 1 000 mg/kg de poids 
corporel/jour administrée par voie orale ou incorporée dans la nour
riture ou l'eau de boisson selon un pourcentage équivalent, confor
mément à la méthode décrite dans cette étude, n'entraîne pas de 
signes de toxicité observables chez les parents ou dans leur progé
niture 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 complète sur plusieurs doses différentes. L'essai 
limite n'a pas de raison d'être lorsque le niveau d'exposition 
humaine implique l'utilisation d'une dose orale plus élevée. Pour 
d'autres modes d'administration, tels que l'inhalation ou l'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 reçoivent la substance d'essai quotidiennement, sept 
jours sur sept. L'administration par voie orale (dans la nourriture, 
l'eau de boisson ou par gavage) est préférable. Si l'on opte pour 
un autre mode d'administration, il convient de justifier ce choix et 
d'apporter les modifications nécessaires, le cas échéant. On appli
quera le même mode d'administration à tous les animaux, durant la 
période expérimentale adéquate. Si la substance d'essai est adminis
trée par gavage, on procédera à l'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 l'huile de maïs), sauf dans le cas des solutions aqueuses où l'on 
peut aller jusqu'à 2 ml/100 g de poids corporel. Sauf dans le cas de 
substances irritantes ou corrosives dont les effets s'intensifient géné
ralement aux concentrations supérieures, il y a lieu de réduire au 
minimum la variabilité du volume d'essai en adaptant les concen
trations de façon à obtenir un volume constant à toutes les doses. 
Dans les études par gavage, les petits ne reçoivent normalement la 
substance d'essai qu'indirectement, par le lait maternel, jusqu'à ce que 
l'administration directe débute pour eux, à partir du sevrage. Lorsque 
la substance d'essai est mélangée à la nourriture ou à l'eau de bois
son, les petits reçoivent aussi la substance d'essai directement dès 
qu'ils commencent à s'alimenter seuls, lors de la dernière semaine 
d'allaitement. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 514



 

Il est important de s'assurer que les quantités de substances adminis
trées dans la nourriture ou l'eau de boisson n'interfèrent pas avec la 
nutrition ou l'équilibre hydrique. Si la substance d'essai est ajoutée à 
la nourriture, elle peut être administrée à concentration constante 
dans cette dernière (ppm) ou à dose constante par rapport au poids 
de l'animal; il y a lieu de préciser l'option retenue. Si l'on recourt au 
gavage, il faut toujours administrer la substance d'essai à peu près à 
la même heure chaque jour et ajuster la dose au moins une fois par 
semaine pour qu'elle demeure constante par rapport au poids de 
l'animal. Cet ajustement devra tenir compte de la diffusion placen
taire. 

1.4.6. Programmes expérimentaux 

L'administration quotidienne de la substance d'essai aux mâles et aux 
femelles de la génération P doit débuter quand ils sont âgés de 5 à 9 
semaines. Pour les mâles 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 l'eau de bois
son, il est possible que les petits de la génération F1 soient déjà 
exposés directement à la substance durant la période d'allaitement. 
Les deux sexes des générations P et F1 continueront à recevoir la 
substance pendant au moins 10 semaines avant la période d'accou
plement. Le traitement sera poursuivi pour les deux sexes durant les 
deux semaines de la période d'accouplement. Les mâles qui ne servi
ront pas à l'évaluation des effets sur la reproduction seront euthana
siés et examinés. Les femelles de la génération P continueront à 
recevoir la substance d'essai tout au long de la gestation et jusqu'au 
sevrage de leur descendance F1. Il sera peut-être nécessaire de modi
fier le programme d'administration des doses à la lumière des infor
mations disponibles sur la substance d'essai, notamment en ce qui 
concerne la toxicité, l'induction métabolique ou la bioaccumulation. 
La dose administrée à chaque animal est normalement calculée 
d'après les résultats de la dernière pesée de l'animal. Toutefois, la 
prudence s'impose lors de l'ajustement de la dose au cours du dernier 
tiers de la gestation. 

Le traitement des mâles et des femelles P et F1 se poursuit jusqu'à 
leur sacrifice. Tous les adultes mâles et femelles P et F1 qui ne sont 
plus nécessaires pour l'évaluation des effets sur la reproduction 
doivent être euthanasiés. Les descendants F1 qui n'ont pas été sélec
tionnés pour l'accouplement et tous les descendants F2 seront eutha
nasiés après 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 mâle traités 
à la même dose (accouplement 1:1) jusqu'à ce qu'ils aient copulé ou 
durant deux semaines. Les femelles subiront un examen quotidien 
destiné à détecter la présence de sperme ou d'un bouchon vaginal. Le 
jour 0 de la gestation est défini comme étant celui où l'on observe du 
sperme ou un bouchon vaginal. Si l'accouplement n'a pas lieu, on 
peut envisager de faire une deuxième tentative en réunissant les 
femelles avec des mâles du même groupe ayant fait leurs preuves. 
Les couples doivent être clairement identifiés dans les résultats. On 
évitera d'accoupler des membres d'une même fratrie. 
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1.4.7.2 Accouplement de la génération F1 

S'agissant de l'accouplement de la génération F1, on sélectionne au 
moins un mâle et une femelle de chaque portée, au moment du 
sevrage, en vue de les accoupler avec d'autres descendants traités à 
la même dose, mais issus d'une autre portée, afin d'obtenir la géné
ration F2. La sélection des petits au sein d'une même portée doit se 
faire au hasard s'ils ne diffèrent pas de façon significative quant au 
poids corporel ou à 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 être plus pertinent de se 
fonder sur l'apparence. Les descendants F1 ne doivent pas être 
accouplés avant d'avoir atteint leur pleine maturité sexuelle. 

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

1.4.7.3. Deuxième accouplement 

Dans certains cas, notamment lorsque la taille de la portée est modi
fiée par le traitement ou lorsqu'un effet équivoque est observé dans 
le premier accouplement, on préconise d'accoupler une deuxième fois 
les adultes P ou F1, afin d'obtenir une deuxième portée. Il est recom
mandé d'accoupler une deuxième fois les mâles ou les femelles qui 
n'ont pas engendré de portée avec un reproducteur ou une reproduc
trice ayant fait ses preuves. Si la production d'une deuxième portée 
est jugée nécessaire, le deuxième accouplement doit avoir lieu 
environ une semaine après le sevrage de la dernière portée. 

1.4.7.4. Taille de la portée 

On laisse les animaux mettre bas normalement et élever leur progé
niture jusqu'au sevrage. La normalisation de la taille des portées est 
facultative; si l'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, l'heure à laquelle cette observation est 
réalisée doit tenir compte du moment où l'on prévoit que les effets 
atteindront leur intensité maximale après administration. On notera 
les changements de comportement, les signes de mise-bas prolongée 
ou difficile et tous les symptômes de toxicité. En outre, au moins une 
fois par semaine, chaque animal devra faire l'objet d'un examen plus 
détaillé qui pourrait être aisément réalisé à l'occasion d'une pesée de 
l'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. 
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1.5.2. Poids corporel et consommation de nourriture et d'eau des 
animaux parents 

Les animaux parents (P et F1) sont pesés le jour de la première 
administration et ensuite au moins une fois par semaine. Les 
mères (P et F1) sont pesées au minimum aux jours 0, 7, 14, et 20 
ou 21 de la gestation, puis aux mêmes 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 précède l'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 l'eau. 

1.5.3. Cycle $stral 

La durée et la normalité du cycle #stral sont évaluées chez les 
femelles P et Fl à l'aide de frottis vaginaux, avant l'accouplement, 
et facultativement pendant la période d'accouplement, jusqu'à consta
tation de preuves d'accouplement. Les cellules vaginales ou cervi
cales seront prélevées avec soin pour éviter d'agresser la muqueuse et 
d'induire ainsi une pseudogestation (1). 

1.5.4. Paramètres d'évaluation du sperme 

On note le poids des testicules et des épididymes de tous les mâles P 
ou F1 sacrifiés, en conservant un exemplaire de chaque organe pour 
l'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 mâles de chaque génération (P et F1) pour la numé
ration des spermatides résistantes à l'homogénéisation et des sperma
tozoïdes stockés dans la queue de l'épididyme. Dans ce même sous- 
lot de mâles, on recueillera le contenu de la queue de l'épididyme ou 
du canal déférent en vue d'évaluer la motilité et la morphologie des 
spermatozoïdes. Si des effets liés au traitement sont observés ou si 
d'autres études révèlent que la substance peut avoir des effets sur la 
spermatogénèse, l'évaluation du sperme sera réalisée sur tous les 
mâles traités aux différentes doses; dans le cas contraire, on pourra 
limiter la numération aux mâles P et F1 du groupe témoin et du 
groupe traité à la dose la plus élevée. 

Il convient de dénombrer la totalité des spermatides testiculaires 
résistantes à l'homogénéisation et des spermatozoïdes de la queue 
de l'épididyme (2) (3). Le nombre de spermatozoïdes mis en 
réserve dans la queue de l'épididyme peut être déduit de la concen
tration et du volume des spermatozoïdes dans la suspension utilisée 
pour compléter les évaluations qualitatives, et du nombre de sper
matozoïdes récupérés après le broyage et/ou l'homogénéisation ulté
rieurs du tissu caudal restant. La numération doit être effectuée au 
sein du sous-lot de mâles sélectionnés dans les groupes traités aux 
différentes doses, immédiatement après le sacrifice, à moins qu'on ne 
réalise des enregistrements vidéo ou numériques ou qu'on ne congèle 
des échantillons en vue d'une analyse ultérieure. Dans ces circons
tances, le groupe témoin et le groupe traité à la dose la plus élevée 
peuvent être analysés en premier. Si l'on n'observe pas d'effets liés 
au traitement (révélés par exemple par la numération, la morphologie 
ou la motilité des spermatozoïdes), il n'est pas nécessaire d'analyser 
les groupes traités aux autres doses. Si des effets liés au traitement 
apparaissent dans le groupe traité à la dose la plus élevée, on 
évaluera aussi les groupes traités aux doses plus faibles. 
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La motilité des spermatozoïdes dans l'épididyme ou le canal déférent 
est évaluée ou enregistrée sur support vidéo immédiatement après le 
sacrifice. Le sperme, prélevé de façon à éviter autant que possible de 
léser les organes, est dilué en vue de l'analyse de la motilité selon 
une méthode acceptable (4). Il convient d'évaluer subjectivement ou 
objectivement le pourcentage de spermatozoïdes devenant progressi
vement mobiles. Si l'on pratique une analyse du mouvement assistée 
par ordinateur (5) (6) (7) (8) (9) (10), la motilité progressive est 
évaluée d'après les seuils définis par l'utilisateur pour la vitesse 
moyenne de trajectoire, la rectilignité ou l'index linéaire. Si les 
échantillons sont enregistrés en vidéo (11) ou si les images sont 
enregistrées d'une autre manière au moment de l'autopsie, l'analyse 
subséquente pourra se limiter aux mâles P et F1 du groupe témoin et 
du groupe traité à la dose la plus élevée, à 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 être analysés lors de l'autopsie. 

On procédera à une évaluation morphologique d'un échantillon de 
sperme de l'épididyme ou du canal déférent. Les spermatozoïdes (au 
moins 200 par échantillon) doivent être examinés dans des prépara
tions fixées et en milieu liquide (12), puis classés en tant que spéci
mens normaux ou anormaux. Les anomalies morphologiques des 
spermatozoïdes comprennent, par exemple, la fusion, des têtes 
isolées et des têtes et/ou des queues déformées. L'évaluation doit 
être réalisée au sein du sous-lot de mâles sélectionnés dans les 
groupes traités aux différentes doses, immédiatement après le sacri
fice ou ultérieurement à partir des enregistrements vidéo ou numé
riques. Les frottis, une fois fixés, peuvent aussi être analysés à une 
date ultérieure. Dans ces circonstances, le groupe témoin et le groupe 
traité à la dose la plus élevée peuvent être analysés en premier. Si 
l'on n'observe pas d'effets liés au traitement (sur la morphologie des 
spermatozoïdes, par exemple), l'analyse des groupes traités aux 
autres doses devient superflue. Si des effets liés au traitement appa
raissent dans le groupe traité à la plus dose élevée, il convient 
d'évaluer également les groupes traités aux doses plus faibles. 

Si l'un des paramètres d'évaluation du sperme mentionnés plus haut a 
déjà été examiné dans le cadre d'une étude de toxicité systémique 
d'au moins 90 jours, il ne doit pas nécessairement être réévalué au 
cours de l'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 dès que possible après la mise-bas (jour 0 
de l'allaitement), afin d'établir le nombre et le sexe des petits, la 
mortinatalité, le nombre de naissances vivantes et la présence d'ano
malies 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 être comptés et pesés 
individuellement à la naissance (jour 0 de l'allaitement) ou le jour 1, 
et pesés régulièrement par la suite, par exemple les jours 4, 7, 14 et 
21 de l'allaitement. On notera les anomalies physiques et comporte
mentales observées chez les mères ou les petits. 
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Le développement physique de la descendance est consigné essen
tiellement sous la forme du gain de poids corporel. D'autres paramè
tres physiques (ouverture des oreilles et des yeux, sortie des dents, 
développement de la pilosité, par exemple) peuvent fournir des infor
mations supplémentaires, mais ces observations sont de préférence 
réservées à l'évaluation de la maturité sexuelle (âge et poids corporel 
au moment de l'ouverture vaginale ou de la séparation balano-prépu
tiale, par exemple) (13). Il est recommandé de réaliser des explora
tions fonctionnelles (l'activité motrice, les fonctions sensorielles, l'on
togenèse des réflexes, par exemple) de la descendance F1 avant et/ou 
après le sevrage, notamment celles qui se rapportent à la maturation 
sexuelle, si elles ne sont pas explorées dans d'autres études. On 
détermine l'âge auquel sont survenus l'ouverture vaginale ou la sépa
ration 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 l'on a constaté une modification de la proportion de mâles et de 
femelles ou de l'âge 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 après le sacrifice ou la mort si celle-ci survient en cours 
d'étude, tous les animaux parents (P et F1), tous les petits qui présen
tent 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 à un examen macroscopique destiné à révéler 
d'éventuels changements pathologiques ou anomalies structurelles. 
L'examen des organes reproducteurs doit faire l'objet d'une attention 
particulière. 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 l'évaluation histopathologique, pour voir s'ils présen
tent des points d'implantation et les dénombrer. 

1.5.7. Pesée des organes 

Juste après 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 être pesés sépa
rément): 

� 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 thyroïde, glandes 
surrénales et organes cibles connus. 

Les poids corporels des petits F1 et F2 retenus pour l'autopsie sont 
déterminés après le sacrifice, de même 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). 
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Si possible, les résultats de l'autopsie et de la pesée des organes 
doivent être interprétés à la lumière des observations effectuées 
dans d'autres études à doses répétées. 

1.5.8. Histopathologie 

1.5.8.1. Animaux parents 

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

Tous les animaux P et F1 du groupe témoin et du groupe traité à la 
dose la plus élevée, qui ont été sélectionnés pour l'accouplement, 
doivent faire l'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 présen
tant des altérations liées au traitement dans les groupes traités à la 
dose la plus faible et à 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 soupçonne une diminu
tion de la fertilité, par exemple, ceux qui ne se sont pas accouplés, 
qui n'ont pas conçu, n'ont pas engendré ou n'ont pas donné naissance 
à des descendants sains, ou ceux chez qui on a constaté des modi
fications du cycle #stral ou du nombre, de la motilité ou de la 
morphologie des spermatozoïdes. Toutes les lésions macroscopiques 
telles qu'atrophies ou tumeurs doivent être examinées. 

Un examen histopathologique détaillé des testicules doit être effectué 
(par exemple, fixation dans du liquide de Bouin, inclusion dans la 
paraffine et coupes transversales de 4-5 m 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 spermatogènes dans la lumière des 
tubules séminifères (14). L'examen d'un épididyme intact doit porter 
sur la tête, le corps et la queue, ce qui peut être effectué sur une 
section longitudinale. On observera l'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 spermato
zoïdes, et s'il ne renferme pas de cellules aberrantes. L'examen des 
organes reproducteurs mâles peut être effectué à l'aide d'une colora
tion à l'acide périodique-Schiff ou à l'hématoxyline. 

Après la lactation, l'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 l'objet d'une évaluation quantita
tive; le nombre d'animaux, le choix de la section ovarienne et la 
taille des échantillons de sections doivent être statistiquement vala
bles pour la méthode d'évaluation employée. L'examen comprend la 
numération des follicules primordiaux, lesquels peuvent être 
combinés à de petits follicules en croissance, aux fins de la compa
raison entre les ovaires des femelles traitées et témoins (15) (16) (17) 
(18) (19). 
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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 
l'accouplement seront fixés et conservés dans un milieu approprié en 
vue de l'examen histopathologique. La description histopathologique 
complète des tissus conservés sera plus particulièrement axée sur les 
organes reproducteurs. 

2. RÉSULTATS 

2.1 TRAITEMENT DES RÉSULTATS 

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 l'essai ou euthanasiés, la date de 
la mort ou de l'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 où ils ont débuté, leur durée et leur gravité, les types d'al
térations histopathologiques et toutes les données pertinentes sur la 
portée. 

Les résultats numériques seront évalués à l'aide d'une méthode statis
tique appropriée et reconnue; le choix des méthodes statistiques doit 
intervenir lors de la conception de l'étude et doit être justifié. Les 
modèles statistiques s'appliquant aux relations «dose-effet» peuvent 
être utiles à l'analyse des résultats. Le rapport doit fournir suffisam
ment d'informations sur la méthode d'analyse et le logiciel employés, 
pour qu'un réviseur ou un statisticien indépendant puisse réévaluer et 
reconstruire l'analyse. 

2.2 ÉVALUATION DES RÉSULTATS 

Les résultats de cette étude de toxicité pour la reproduction sur deux 
générations doivent être évalués en fonction des effets observés, 
notamment à l'autopsie et lors des examens microscopiques. L'éva
luation 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 lésions macroscopiques, organes 
cibles identifiés, altération de la fertilité, anomalies cliniques, altéra
tion 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 être 
prises en considération lors de l'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 repro
duction, là parturition, l'allaitement et le développement postnatal, 
notamment la croissance et la maturation sexuelle. 
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2.3 INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Une étude de toxicité pour la reproduction sur deux générations 
fournit des informations sur les effets d'une l'exposition répétée à 
une substance durant toutes les phases du cycle de reproduction. 
L'étude livre notamment des informations sur les paramètres de la 
reproduction ainsi que sur le développement, la croissance et la 
survie des descendants. Les résultats de l'étude doivent être inter
prétés à la lumière des résultats des études subchroniques, préna
tales, de développement, toxicocinétiques et autres disponibles. Les 
résultats de la présente étude peuvent servir à apprécier la néces
sité de réaliser d'autres essais sur une substance chimique. L'ex
trapolation des résultats de l'étude à l'homme présente un intérêt 
limité. Ces résultats se prêtent davantage à la détermination des 
concentrations sans effet et des niveaux d'exposition humaine 
acceptables (20) (21) (22) (23). 

3. RAPPORT 

3.1 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 diffère de l'eau 

Animaux d'expérience: 

� espèce et souche 

� nombre, âge et sexe des animaux 

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

� poids de chaque animal au début de l'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 l'administration de la substance d'essai; 

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

� détails concernant la qualité de l'alimentation et de l'eau de 
boisson. 
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Résultats: 

� consommation de nourriture, et d'eau si elle a été enregistrée, 
efficacité alimentaire (gain de poids corporel par gramme d'ali
ments 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 l'absorption, le cas échéant; 

� poids corporel des animaux P et F1 sélectionnés pour l'accou
plement; 

� 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 réversi
bles 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 chif
fres ayant servi au calcul de ces indices; 

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

� observations à l'autopsie; 

� description détaillée de toutes les observations histopatholo
giques; 

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

� nombre total de spermatozoïdes dans la queue de l'épididyme, 
pourcentage de spermatozoïdes progressivement mobiles, pour
centage de spermatozoïdes à morphologie normale et pourcen
tage de spermatozoïdes par anomalie identifiée; 

� temps écoulé jusqu'à l'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 déterminé; 

� paramètres physiques évalués sur les petits et autres données sur 
le développement postnatal; il y a lieu de justifier les paramètres 
physiques évalués; 

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

� traitement statistique des résultats, le cas échéant. 
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Discussion 

Conclusions, y compris valeurs de la DSET pour les effets sur la 
mère et sur les petits. 
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B.36. TOXICOCINÉTIQUE 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d$essai est équivalente à la ligne directrice 417 (2010) 
de l$OCDE pour les essais de produits chimiques. Les études portant sur la 
toxicocinétique d$une substance chimique d$essai ont pour objet de fournir 
des informations adéquates sur l$absorption, la distribution, la biotransfor
mation (c$est-à-dire le métabolisme) et l$excrétion de cette substance, de 
faciliter l$établissement d$une relation entre la concentration ou la dose et 
la toxicité observée, et d$aider à comprendre le mécanisme de toxicité. La 
toxicocinétique peut aider à comprendre les études de toxicologie en démon
trant que l$exposition des animaux d$expérience à la substance d$essai est de 
nature systémique, et en révélant quels sont les éléments circulants (subs
tance mère/métabolites). Les principaux paramètres toxicocinétiques tirés de 
ces études fourniront également des renseignements sur le potentiel d$accu
mulation de la substance d$essai dans les tissus et/ou organes, et sur le 
risque d$induction d$une biotransformation sous l$effet d$une exposition à 
cette substance. 

2. Les données toxicocinétiques peuvent aider à évaluer l$adéquation et la 
pertinence des données de toxicité animale, à des fins d$extrapolation des 
dangers pour l$homme et/ou d$évaluation des risques. De plus, les études de 
toxicocinétique peuvent apporter des informations utiles pour déterminer les 
doses à utiliser dans les études de toxicité (cinétique linéaire vs non 
linéaire), et les effets liés à la voie d$administration, la biodisponibilité et 
autres aspects relatifs à la conception de l$étude. Certains types de données 
toxicocinétiques peuvent servir à élaborer des modèles toxicocinétiques à 
base physiologique (TCBP). 

3. Les données sur la toxicocinétique et le métabolisme présentent de l$intérêt à 
plusieurs titres. Elles peuvent notamment indiquer les toxicités et modes 
d$action éventuels, ainsi que leur relation aux doses et à la voie d$exposi
tion. En outre, les données sur le métabolisme peuvent apporter des infor
mations utiles pour évaluer l$importance, sur le plan toxicologique, de l$ex
position à des métabolites exogènes de la substance d$essai. 

4. Des données toxicocinétiques adéquates aideront à confirmer l$acceptabilité 
et l$applicabilité des méthodes fondées sur les relations quantitatives 
structure-activité, les prévisions à partir de données croisées sur de subs
tances analogues ou le regroupement des substances pour évaluer la sécurité 
des substances chimiques. Les données de cinétique peuvent aussi servir à 
évaluer la pertinence toxicologique d$autres études (par exemple in vivo/in 
vitro). 

5. Sauf mention contraire (voir en particulier les paragraphes 74 à 78), la 
présente méthode d$essai suppose l$administration orale de la substance 
d$essai. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

6. Les régimes réglementaires ont des exigences et des besoins différents quant 
aux effets et paramètres toxicocinétiques à mesurer pour différentes classes 
de produits chimiques (par exemple pesticides, biocides, produits indus
triels). Contrairement à la plupart des autres, la présente méthode d$essai 
décrit des essais de toxicocinétique impliquant des mesures et des effets 
observés multiples. À l$avenir, plusieurs nouvelles méthodes d$essai et/ou 
document(s) d$orientation pourraient être élaborés pour décrire séparément 
et plus en détail chaque effet mesuré. Dans le cas de la présente méthode 
d$essai, ce sont les exigences et/ou besoins de chaque dispositif réglemen
taire qui déterminent les essais ou l$évaluation à mettre en #uvre. 
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7. De nombreuses études peuvent être réalisées pour évaluer à des fins régle
mentaires le comportement toxicocinétique d$une substance d$essai. Néan
moins, en fonction des besoins ou des situations réglementaires particulières, 
toutes ces études ne sont pas nécessaires à l$évaluation d$un produit. Dans la 
conduite des études de toxicocinétique, il faut faire preuve de souplesse et 
prendre en considération les caractéristiques de la substance d$essai. Dans 
certains cas, l$étude d$une série précise de questions peut suffire à cerner les 
dangers et les risques associés à la substance d$essai. Parfois, les données 
toxicocinétiques peuvent être collectées dans le cadre d$une évaluation rele
vant d$autres études toxicologiques. Dans d$autres cas, il peut être nécessaire 
de réaliser des études de toxicocinétique supplémentaires et/ou plus appro
fondies, si la réglementation en vigueur l$exige et/ou lorsque l$évaluation de 
la substance d$essai soulève de nouvelles interrogations. 

8. Avant de lancer une étude, et pour en améliorer la qualité et éviter une 
utilisation non nécessaire d$animaux, le laboratoire d$essai prend en compte 
toutes les informations disponibles sur la substance d$essai et sur ses méta
bolites et analogues pertinents. Parmi ces informations pourront figurer des 
données obtenues grâce à d$autres méthodes d$essai appropriées (études in 
vivo, in vitro, et/ou évaluations in silico). Les propriétés physico-chimiques, 
comme le coefficient de partage octanol-eau (log P OE ), le pKa, l$hydroso
lubilité, la pression de vapeur et le poids moléculaire d$un produit chimique, 
peuvent être utiles pour planifier l$étude et interpréter ses résultats. Les 
méthodes décrites à cet effet dans les différentes méthodes d$essai permet
tront de les déterminer 

LIMITATIONS 

9. La présente méthode d$essai ne vise pas les cas particuliers, comme les 
femelles gravides ou en lactation et leur progéniture, ni l$évaluation de la 
présence éventuelle de résidus chez des animaux exposés servant à l$ali
mentation. Néanmoins, les données obtenues à l$issue d$une étude menée 
selon la méthode B.36 peuvent fournir des informations susceptibles 
d$orienter la conception d$études spécifiques sur ces sujets. La présente 
méthode d$essai n$est pas destinée aux essais de nanomatériaux. L$examen 
préliminaire des Lignes directrices de l$OCDE pour les essais de produits 
chimiques en vue d$évaluer leur applicabilité aux nanomatériaux indique en 
effet que la ligne directrice 417 (équivalente à la présente méthode d$essai) 
peut ne pas s$appliquer à ces derniers (1). 

DÉFINITIONS 

10. Les définitions utilisées aux fins de la présente méthode d$essai figurent en 
appendice. 

CONSIDÉRATIONS RELATIVES AU BIEN-ÊTRE DES ANIMAUX 

11. On trouvera dans le document d$orientation de l$OCDE n o 19 (2) des 
indications concernant le traitement éthiquement acceptable des animaux. 
La consultation de ce document est recommandée pour toutes les études 
in vivo et in vitro décrites dans la présente méthode d$essai. 

DESCRIPTION DES MÉTHODES 

Études pilotes 

12. Pour le choix des paramètres expérimentaux s$appliquant aux études de 
toxicocinétique (par exemple métabolisme, bilan massique, protocoles analy
tiques, dosage, exhalation de CO 2 , etc.), il est recommandé et conseillé de 
recourir à des études pilotes. La caractérisation de ces paramètres ne néces
site pas systématiquement l$emploi de substances radiomarquées. 
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Sélection des animaux 

Espèces 

13. Les espèces (et souches) animales utilisées pour les essais de toxicocinétique 
sont de préférence les mêmes que celles employées dans d$autres études 
toxicologiques réalisées avec la substance d$essai concernée. C$est norma
lement le rat qui est retenu, puisque les études toxicologiques l$utilisent 
massivement. Le recours à d$autres espèces, à la place ou en complément, 
est légitime si des études toxicologiques majeures indiquent des effets 
toxiques significatifs sur ces espèces, ou s$il est démontré que le compor
tement de ces dernières en termes de toxicité/toxicocinétique est plus perti
nent pour l$homme. Il conviendra de justifier le choix de l$espèce animale et 
de la souche. 

14. Sauf mention contraire, la présente méthode d$essai suppose le rat comme 
espèce d$essai. Certains aspects de cette méthode d$essai pourraient devoir 
être modifiés en cas de recours à une autre espèce. 

Âge et souche 

15. Il convient d$employer de jeunes animaux adultes en bonne santé, âgés 
normalement de 6 à 12 semaines au moment de l$administration de la 
dose (voir également les paragraphes 13 et 14). L$utilisation d$animaux 
autres que des jeunes adultes fait l$objet de justification. Tous les 
animaux ont à peu près le même âge au début de l$étude. Les écarts de 
poids entre individus ne dépassent pas ± 20 % du poids moyen du groupe 
d$essai. Idéalement, la souche utilisée est la même que celle employée pour 
constituer la base de données toxicologiques concernant la substance d$essai. 

Nombre et sexe des animaux 

16. Pour chaque dose testée, au minimum quatre animaux de même sexe sont 
utilisés. Il convient de justifier le sexe des animaux employés. L$utilisation 
d$animaux des deux sexes (quatre mâles et quatre femelles) est envisagée 
s$il existe des éléments attestant de différences de toxicité notables en fonc
tion du sexe. 

Conditions d!hébergement et d!alimentation 

17. Les animaux sont en général placés dans des cages individuelles pendant la 
période d$essai. L$encagement collectif se justifie dans des circonstances 
particulières. L$éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumière et 12 
heures d$obscurité. La température de l$animalerie d$expérience est de 22 °C 
(± 3 °C) et l$humidité relative de 30 à 70 %. L$alimentation pourra 
comporter une nourriture classique de laboratoire et de l$eau à satiété. 

Substance d"essai 

18. Une substance d$essai radiomarquée au 14 C est utilisée pour tous les aspects 
de l$étude concernant le bilan massique et l$identification des métabolites; 
néanmoins, s$il peut être démontré: 

� qu$il est possible d$évaluer correctement le bilan massique et de 
procéder à l$identification des métabolites à l$aide d$une substance 
d$essai non marquée, et 

� que la spécificité et la sensibilité analytiques de la méthode utilisant une 
substance d$essai non radioactive sont égales ou supérieures à celles 
qu$on obtiendrait avec une substance radiomarquée, 
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alors il n$est pas nécessaire de recourir à une substance d$essai radiomar
quée. Par ailleurs, d$autres isotopes radioactifs et stables peuvent être 
employés, en particulier si l$élément en question cause la toxicité ou fait 
partie de la portion toxique de la substance d$essai. Si possible, le marqueur 
radioactif se situe dans une portion centrale métaboliquement stable (c$est-à- 
dire qui n$est pas échangeable, n$est pas éliminée par métabolisme sous 
forme de CO 2 , et n$est pas incorporée dans l$ensemble des radicaux mono
carbonés de l$organisme) de la molécule. Le marquage de sites multiples ou 
de régions spécifiques de la molécule peut être nécessaire pour suivre le 
devenir métabolique de la substance d$essai. 

19. Les substances d$essai radiomarquées et non radiomarquées sont analysées à 
l$aide de méthodes appropriées permettant d$établir leur pureté et leur iden
tité. La radiopureté de la substance d$essai radioactive est la meilleure qu$on 
puisse obtenir pour une substance donnée (dans l$idéal, elle est supérieure à 
95 %) et un effort raisonnable est fourni pour identifier les impuretés 
présentes à hauteur de 2 % ou plus. La pureté ainsi que l$identité et la 
proportion des éventuelles impuretés identifiées sont incluses dans le 
rapport d$essai. Certains programmes réglementaires peuvent choisir de 
fournir des orientations supplémentaires pour aider à définir et à spécifier 
les substances d$essai composées de mélanges, ainsi que les méthodes de 
détermination de la pureté. 

Choix des doses 

Étude pilote 

20. Le plus souvent, une dose orale unique suffit pour l$étude pilote. La dose est 
non toxique, mais suffisamment élevée pour permettre l$identification des 
métabolites dans les excréta (et, le cas échéant, dans le plasma), ainsi que 
pour remplir l$objectif assigné à l$étude pilote au paragraphe 12 de la 
présente méthode d$essai. 

Études principales 

21. Pour les études principales, il est préférable d$administrer un minimum de 
deux doses, car les informations réunies à partir d$au moins deux groupes de 
dose peuvent faciliter la détermination des doses pour d$autres études de 
toxicité, ainsi que l$évaluation de la relation dose-effet d$essais de toxicité 
déjà disponibles. 

22. Lorsque deux doses sont administrées, elles sont toutes deux suffisamment 
élevées pour permettre l$identification des métabolites dans les excréta (et, le 
cas échéant, dans le plasma). Les informations tirées des études de toxicité 
disponibles sont prises en compte pour le dosage. Si l$on ne dispose pas 
d$informations (provenant, par exemple, d$études de toxicité orale aiguë 
indiquant des signes cliniques de toxicité, ou d$études de toxicité par 
doses répétées), on peut envisager pour la dose la plus élevée une valeur 
inférieure à l$estimation de la DL 50 (voies orale et cutanée) ou de la CL 50 
(voie par inhalation), ou inférieure à la valeur basse de la plage des esti
mations de toxicité aiguë. La dose la plus faible correspondra à une fraction 
de la dose la plus élevée. 

23. Si un seul dosage est utilisé, la dose est idéalement suffisamment élevée 
pour permettre l$identification des métabolites dans les excréta (et, le cas 
échéant, dans le plasma), sans pour autant produire de toxicité apparente. Il 
convient de justifier la décision de ne pas inclure un second niveau de dose. 

24. Si l$on a besoin de déterminer l$effet de la dose sur les processus cinétiques, 
deux doses peuvent ne pas suffire et il convient qu$au moins une dose soit 
assez élevée pour saturer ces processus. Si l$aire sous la courbe des concen
trations plasmatiques en fonction du temps [area under the plasma 
concentration- time curve] (AUC) ne varie pas de façon linéaire entre 
deux niveaux de dose utilisés dans l$étude principale, on peut en déduire 
que la saturation d$un ou de plusieurs des processus cinétiques s$opère 
quelque part entre ces deux niveaux de dose. 
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25. Pour les substances d$essai faiblement toxiques, il convient d$employer une 
dose maximale de 1 000 mg/kg de poids corporel (voies orale et cutanée) " 
si l$administration se fait par inhalation, se référer au chapitre B.2 de la 
présente annexe; généralement la dose n$excédera pas 2 mg/l. Des considé
rations spécifiques au produit peuvent rendre nécessaire une dose supérieure, 
en fonction des besoins réglementaires. Le choix des doses fait toujours 
l$objet d$une justification. 

26. Les données relatives à la toxicocinétique ou à la distribution tissulaire 
fondées sur une dose unique peuvent convenir pour déterminer le potentiel 
d$accumulation et/ou de persistance. Néanmoins, dans certaines circons
tances, l$administration de doses répétées peut être nécessaire i) pour 
mieux évaluer le potentiel d$accumulation et/ou de persistance, ou l$évolu
tion des paramètres toxicocinétiques (par exemple induction et inhibition 
enzymatiques), ou ii) pour répondre aux exigences du dispositif réglemen
taire en vigueur. Dans les études à doses répétées, si l$administration de 
doses faibles suffit généralement, il peut parfois s$avérer nécessaire d$admi
nistrer des doses élevées (voir également le paragraphe 57). 

Administration de la substance d"essai 

27. La substance d$essai est dissoute ou mise en suspension homogène dans le 
même véhicule que celui employé pour les autres études de toxicité par 
gavage oral réalisées avec la substance d$essai, si des informations sont 
disponibles à ce sujet. Le choix du véhicule fait l$objet d$une justification. 
Le choix du véhicule et le volume de dosage sont pris en compte lors de la 
conception de l$étude. La méthode d$administration classique est le gavage; 
néanmoins, l$administration de la substance dans une capsule de gélatine ou 
mélangée à la nourriture peut être avantageuse dans certaines situations 
(dans les deux cas, le choix fait l$objet d$une justification). Il convient en 
outre de vérifier la dose effectivement administrée à chaque animal. 

28. Le volume maximal de liquide à administrer par gavage oral en une seule 
fois dépend de la taille des animaux d$expérience, du type de véhicule de 
dosage, et de la suppression ou du maintien de la nourriture avant l$admi
nistration de la substance d$essai. La décision de maintenir ou de restreindre 
l$alimentation avant l$administration de la dose fait l$objet d$une justifica
tion. Normalement, le volume est aussi faible que possible, que le véhicule 
employé soit aqueux ou non. Pour les rongeurs, le volume de dose ne 
dépasse pas normalement 10 ml/kg de poids corporel. Dans le cas de subs
tances d$essai plus lipophiles, les volumes de véhicule utilisés peuvent être 
de 4 ml/kg de poids corporel ou plus. En cas de doses répétées, si le jeûne 
quotidien est contre-indiqué, il faut envisager des volumes de dose plus 
faibles (par exemple de 2 à 4 ml/kg de poids corporel). Si possible, l$uti
lisation de volumes de dose en accord avec ceux utilisés pour la substance 
d$essai dans des études orales par gavage est envisagée. 

29. L$administration de la substance d$essai en intraveineuse (IV) et sa mesure 
dans le sang et/ou les excréta peuvent servir à déterminer la biodisponibilité 
ou l$absorption orale relative. Pour ce type d$étude, une dose unique de la 
substance d$essai (généralement équivalente, mais non supérieure, à la dose 
orale la plus faible " voir «Choix des doses») est administrée à l$aide d$un 
véhicule approprié. Cette dose est administrée dans un volume idoine (par 
exemple 1 ml/kg de poids corporel) et au site choisi, à au moins quatre 
animaux du sexe approprié (des animaux des deux sexes peuvent être 
employés s$il y a lieu, voir paragraphe 16). L$administration intraveineuse 
de la substance d$essai suppose de préparer une dose intégralement dissoute 
ou mise en suspension. On fera en sorte que le véhicule choisi pour cette 
administration n$interfère pas avec le flux sanguin ou l$intégrité des cellules 
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sanguines. Si la substance d$essai est perfusée, la vitesse de perfusion est 
consignée et normalisée pour tous les animaux, à condition qu$une pompe à 
perfusion soit utilisée. Il convient de recourir à l$anesthésie en cas de canu
lation de la veine jugulaire (pour administrer la substance d$essai et/ou faire 
un prélèvement sanguin) ou si l$on utilise l$artère fémorale pour l$adminis
tration. Le type d$anesthésie est mûrement réfléchi, car il peut avoir des 
conséquences toxicocinétiques. Les animaux doivent pouvoir se rétablir 
avant que la substance d$essai et le véhicule leur soient injectés. 

30. D$autres voies d$administration, comme la voie cutanée et l$inhalation (voir 
paragraphes 74 à 78) peuvent également convenir pour certaines substances 
d$essai, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques et des conditions 
d$utilisation ou de la voie d$exposition humaine prévisibles. 

Mesures 

Bilan massique 

31. Le bilan massique est déterminé par la somme du pourcentage de la dose 
(radioactive) administrée excrétés dans l$urine, les fèces et l$air expiré, et du 
pourcentage présent dans les tissus, la carcasse résiduelle, et le liquide de 
lavage de la cage (voir paragraphe 46). En général, une récupération totale 
de plus de 90 % de la substance d$essai (radioactivité) administrée est 
considérée comme satisfaisante. 

Absorption 

32. Une estimation initiale de l$absorption peut être réalisée en excluant du bilan 
massique le pourcentage de la dose retrouvé dans le tractus gastro-intestinal 
et/ou dans les fèces. Pour le calcul du pourcentage d$absorption, voir le 
paragraphe 33. Pour l$analyse des excréta, voir les paragraphes 44 à 49. 
Si l$importance exacte de l$absorption faisant suite à l$administration d$une 
dose orale ne peut être établie à partir des études de bilan massique (par 
exemple, lorsque plus de 20 % de la dose administrée est présente dans les 
fèces), des explorations plus poussées peuvent être nécessaires. Elles 
peuvent comprendre soit 1) l$administration orale de la substance d$essai 
et la mesure de sa présence dans la bile, soit 2) l$administration orale et 
intraveineuse de la substance d$essai, et la mesure de la quantité nette de 
substance présente dans l$urine, plus dans l$air expiré, plus dans la carcasse 
pour chacune de ces deux voies. Dans les deux cas, la mesure de la radioac
tivité est utilisée comme méthode de substitution à l$analyse spécifique de la 
substance d$essai et de ses métabolites. 

33. Pour étudier l$excrétion biliaire, on administre généralement la substance 
d$essai par voie orale. Dans ce type d$étude, les voies biliaires d$au 
moins quatre animaux du sexe approprié (ou des deux sexes le cas échéant) 
sont canulées et une dose unique de la substance d$essai est administrée. 
Après l$administration, il convient de surveiller aussi longtemps que néces
saire l$excrétion de radioactivité/substance d$essai dans la bile, afin d$es
timer le pourcentage de la dose administrée excrété par cette voie, ce qui 
peut ensuite servir à calculer l$ampleur de l$absorption orale, de la manière 
suivante: 

Pourcentage d$absorption ¼ 
ðquantités présentes dans la bile þ l$urine þ l$airexpiré 

þ la carcasse hors tractus gastro Ä intestinalÞ= 
quantité administrée Ü 100 

34. Pour certaines classes de substances d$essai, une sécrétion directe de la dose 
absorbée peut avoir lieu au travers des membranes intestinales. Dans ce cas, 
la mesure du pourcentage de la dose présent dans les fèces après adminis
tration orale chez un rat aux voies biliaires canulées n$est pas jugée repré
sentative de la dose non absorbée. Il est recommandé, si on prévoit une 
sécrétion intestinale, de calculer le pourcentage de la dose absorbé en esti
mant l$absorption par comparaison de l$excrétion après administration par 
voie orale et par voie intraveineuse (rat intact ou à voies biliaires canulées) 
(voir paragraphe 35). Il est également conseillé, quand la quantification de la 
sécrétion intestinale est jugée nécessaire, de mesurer l$excrétion chez le rat à 
voies biliaires canulées après administration intraveineuse de la dose. 
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Biodisponibilité 

35. Il est possible de déterminer la biodisponibilité à partir de la cinétique 
plasmatique/sanguine des groupes oraux et IV, comme décrit aux para
graphes 50 à 52, par une analyse spécifique de la substance d$essai et/ou 
de son (ses) métabolite(s) pertinent(s), c$est-à-dire sans qu$il soit besoin de 
recourir à une substance d$essai radiomarquée. Le calcul de la 
biodisponibilité (F) de la substance d$essai ou de son (ses) métabolite(s) 
pertinents s$effectue alors comme suit: 

F ¼ ðAUC exp=AUC IV Þ Ü ðDose IV=Dose exp Þ 

où AUC est l$aire sous la courbe des concentrations plasmatiques en fonc
tion du temps et exp la voie d$administration (orale, cutanée ou par inhala
tion). 

36. Afin d$évaluer les risques liés aux effets systémiques, on préfère générale
ment utiliser la biodisponibilité du composant toxique plutôt que le pour
centage d$absorption pour comparer les concentrations systémiques prove
nant d$études animales avec des données analogues de surveillance biolo
gique tirées d$études sur l$exposition des travailleurs. La situation peut se 
complexifier si les doses se situent dans la plage non linéaire, aussi 
importe-t-il que l$étude de toxicocinétique détermine des doses dans la 
plage linéaire. 

Distribution tissulaire 

37. Connaître la distribution tissulaire d$une substance d$essai et/ou de ses 
métabolites est important pour identifier les tissus cibles, comprendre les 
mécanismes de toxicité à l$#uvre et obtenir des informations sur le potentiel 
d$accumulation et de persistance de la substance d$essai et de ses métabo
lites. Le pourcentage de dose (radioactive) totale dans les tissus et dans la 
carcasse résiduelle est mesuré au minimum à la fin de l$étude d$excrétion 
(par exemple normalement 7 jours après le dosage ou moins en fonction du 
comportement spécifique de la substance d$essai). Lorsque aucune substance 
d$essai n$est détectée dans les tissus à la fin de l$étude (par exemple parce 
que la substance peut avoir été éliminée avant la fin de l$étude en raison 
d$une courte demi-vie), il convient de prendre soin de ne pas mal interpréter 
les données. Dans ce type de situation, la distribution tissulaire est examinée 
au moment du pic de concentration plasmatique/sanguine (T max ) ou au 
maximum du taux d$excrétion urinaire de la substance d$essai (et/ou de 
ses métabolites) selon le cas, (voir paragraphe 38). De plus, il se peut 
que la collecte de tissues à d$autres moments soit nécessaire pour évaluer 
la variation de la distribution en fonction du temps (s$il y a lieu), pour aider 
à établir le bilan massique, et/ou si une autorité compétente l$exige. Parmi 
les tissus à prélever figurent le foie, la graisse, le tractus gastro-intestinal, le 
rein, la rate, le sang total, la carcasse résiduelle, les tissus des organes cibles 
et tout autre tissu potentiellement intéressant pour l$évaluation toxicologique 
de la substance d$essai, par exemple thyroïde, hématies, organes reproduc
teurs, peau, #il (en particulier pour les animaux pigmentés). On envisagera 
d$analyser un plus large éventail de tissus aux mêmes moments afin d$op
timiser l$utilisation des animaux et si des études de toxicité chronique ou 
subchronique mettent en évidence une toxicité pour certains organes cibles. 
Il convient également de consigner la concentration du résidu (radioactif) et 
les ratios tissu-plasma (sanguin). 

38. Il est possible que l$évaluation de la distribution tissulaire à d$autres 
moments, tels qu$aux moments du pic de concentration plasmatique/san
guine (par exemple T max ) ou au maximum du taux d$excrétion urinaire, 
obtenue à partir des études de cinétique plasmatique/sanguine ou d$excrétion 
respectivement, soit aussi nécessaire ou exigée par une autorité compétente. 
Cette information peut être utile pour comprendre la toxicité et le potentiel 
d$accumulation et de persistance de la substance d$essai et des métabolites. 
Le choix des éléments à prélever fait l$objet d$une justification; les prélè
vements destinés à être analysés sont généralement les mêmes que ceux 
énumérés au paragraphe 37. 
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39. Pour les études sur la distribution tissulaire, il est possible de quantifier la 
radioactivité en procédant à la dissection, l$homogénéisation, la combustion 
et/ou la solubilisation des organes, puis à un comptage par scintillation 
liquide des résidus piégés. Certaines techniques, actuellement à différents 
stades de développement, notamment l$autoradiographie quantitative du 
corps entier et l$autoradiographie microscopique des récepteurs, peuvent 
s$avérer utiles pour déterminer la distribution d$une substance d$essai dans 
les organes et/ou les tissus (3) (4). 

40. Pour les voies d$administration autres que la voie orale, on prélève et 
analyse des tissus spécifiques, comme les poumons dans les études par 
inhalation ou la peau dans les études par voie cutanée. Voir les paragraphes 
74 à 78. 

Métabolisme 

41. On recueille les excréta (et, le cas échéant, le plasma) afin d$identifier et de 
quantifier la substance d$essai et ses métabolites, non modifiés, selon la 
méthode indiquée aux paragraphes 44 à 49. Il est acceptable de regrouper 
les excréta pour faciliter l$identification des métabolites au sein d$un groupe 
de dose donné. Il est recommandé d$établir le profil des métabolites à 
chaque période de l$étude. Néanmoins, si l$absence d$échantillons ou de 
radioactivité empêche de le faire, il est acceptable de regrouper l$urine et 
les fèces recueillies à différents moments, mais provenant uniquement d$ani
maux du même sexe ayant reçu la même dose. Des méthodes qualitatives et 
quantitatives appropriées sont mises en #uvre pour étudier l$urine, les fèces 
et la radioactivité expirée par les animaux traités, ainsi que la bile, le cas 
échéant. 

42. Un effort raisonnable est fait pour identifier tous les métabolites présents à 
hauteur de 5 % ou plus de la dose administrée et pour fournir un schéma 
métabolique de la substance d$essai. Il convient d$identifier les substances 
d$essai ayant été caractérisées, dans les excréta, comme comprenant 5 % ou 
plus de la dose administrée. L$identification équivaut à la détermination 
exacte de la structure des composants. Habituellement, l$identification est 
réalisée en soumettant simultanément à une chromatographie le métabolite et 
des étalons connus, en utilisant deux systèmes différents, ou grâce à des 
techniques à même de fournir une identification structurale positive, par 
exemple spectrométrie de masse, résonance magnétique nucléaire (RMN), 
etc. Dans le cas d$une co-chromatographie, il faut éviter d$utiliser des tech
niques chromatographiques employant la même phase stationnaire avec deux 
systèmes de solvants différents pour vérifier l$identité de métabolites, car 
alors les méthodes ne sont pas indépendantes. L$identification par 
co-chromatographie fait usage de deux systèmes dissemblables, analytique
ment indépendants, par exemple une chromatographie sur couche 
mince (CCM) à phase inversée et une CCM à phase normale, ou une 
CCM et une chromatographie liquide à haute performance (CLHP). Du 
moment que la qualité de la séparation chromatographique est acceptable, 
aucune confirmation supplémentaire par spectroscopie n$est demandée. Les 
méthodes qui apportent des informations structurales, telles que la chroma
tographie gazeuse/spectrométrie de masse (CG-SM), la chromatographie 
liquide/spectrométrie de masse (CL-SM), ou la chromatographie liquide/ 
spectrométrie de masse en tandem (CL-SM/SM) et la spectrométrie par 
RMN, peuvent également fournir une identification non ambiguë. 

43. S$il est impossible d$identifier les métabolites présents à hauteur de 5 % ou 
plus de la dose administrée, il convient de le justifier ou de l$expliquer dans 
le rapport final. Il peut être avisé d$identifier les métabolites représentant 
moins de 5 % de la dose administrée, afin de mieux comprendre la voie 
métabolique en vue d$évaluer les dangers et/ou les risques liés à la substance 
d$essai. Une confirmation de la structure de ces métabolites est autant que 
possible fournie. Pour cela, il pourra être nécessaire d$établir leur profil dans 
le plasma, le sang ou d$autres tissus. 
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Excrétion 

44. Le taux et l$importance de l$excrétion de la dose administrée sont déter
minés par la mesure du pourcentage de la dose (radioactive) retrouvé dans 
l$urine, les fèces et l$air expiré. Ces données aideront également à établir le 
bilan massique. Les quantités de substance d$essai (radioactivité) éliminées 
dans l$urine, les fèces et l$air expiré sont évaluées à des intervalles de temps 
appropriés (voir les paragraphes 47 à 49). Les expériences à doses répétées 
sont conçues de manière à permettre d$obtenir des données sur l$excrétion, 
afin de remplir les objectifs définis au paragraphe 26. On pourra ainsi 
effectuer des comparaisons avec les expériences à dose unique. 

45. Si une étude pilote montre que la substance d$essai (radioactivité) n$est pas 
excrétée en quantités significatives (voir paragraphe 49) dans l$air expiré, il 
ne sera pas nécessaire de collecter celui-ci dans le cadre de l$étude défini
tive. 

46. Chaque animal est placé, pour la collecte des excréta (urine, fèces et air 
expiré), dans une unité individuelle d$étude du métabolisme. À la fin de 
chaque période de collecte (voir paragraphes 47 à 49), ces unités sont 
rincées à l$aide d$un solvant approprié (lavage de la cage) pour assurer 
une récupération maximale de la substance d$essai (radioactivité). La 
collecte des excréta s$achève au bout de 7 jours, ou après récupération, 
avant ce délai, d$au moins 90 % de la dose administrée. 

47. La quantité totale de substance d$essai (radioactivité) dans l$urine est déter
minée à deux moments au moins de la première journée de collecte, dont 
une fois 24 h après l$administration de la dose, puis quotidiennement 
jusqu$à la fin de l$étude. Il est recommandé de retenir plus de deux 
points d$échantillonnage pendant la première journée (par exemple, 6 h, 
12 h et 24 h après l$administration de la dose). Les résultats des études 
pilotes sont analysés afin d$obtenir des informations sur les moments de 
collecte alternatifs ou supplémentaires à mettre en #uvre. Le calendrier de 
collecte fait l$objet d$une justification. 

48. La quantité totale de substance d$essai (radioactivité) dans les fèces est 
déterminée quotidiennement, 24 h après l$administration de la dose et 
jusqu$à la fin de l$étude, sauf si les études pilotes suggèrent d$effectuer 
des prélèvements plus fréquents ou à d$autres moments. Dans ce cas, une 
justification est fournie. 

49. La collecte du CO 2 expiré et d$autres produits volatils peut être interrompue 
dans une étude donnée quand on retrouve moins de 1 % de la dose adminis
trée dans l$air exhalé pendant 24 h de collecte. 

Études en fonction du temps 

Cinétique sanguine/plasmatique 

50. Ces études visent à estimer les principaux paramètres toxicocinétiques [par 
exemple C max , T max , demi-vie (t 1/2 ), AUC] concernant la substance d$essai. 
Elles peuvent se mener à dose unique, mais impliquent généralement deux 
doses ou plus. Le dosage est à définir en fonction de la nature de l$expé
rience et/ou de la question étudiée. Des données cinétiques peuvent être 
nécessaires pour résoudre des questions comme la biodisponibilité de la 
substance d$essai et/ou déterminer l$effet de la dose sur l$élimination 
(c$est-à-dire pour établir si la saturation de l$élimination dépend ou non 
de la dose). 

51. Pour ce type d$étude, il convient d$utiliser au moins quatre animaux du 
même sexe par groupe de dose. Le choix du sexe des animaux employés 
fait l$objet d$une justification. L$utilisation d$animaux des deux sexes 
(quatre mâles et quatre femelles) est envisagée s$il existe des éléments 
attestant de différences de toxicité notables en fonction du sexe. 
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52. Après l$administration de la substance d$essai (radiomarquée), il convient de 
prélever des échantillons de sang sur chaque animal, à des moments et selon 
une méthode appropriés. Le volume et le nombre des échantillons sanguins 
prélevés par animal sont susceptibles d$être limités par les effets éventuels 
de prélèvements répétés sur la santé/la physiologie des animaux et/ou par la 
sensibilité de la méthode analytique. Les échantillons seront analysés sépa
rément pour chaque animal. Dans certaines circonstances (par exemple 
caractérisation des métabolites), il peut être nécessaire de regrouper les 
échantillons prélevés sur plusieurs animaux. Ces échantillons regroupés 
sont clairement identifiés, et le regroupement fait l$objet d$une explication. 
Si une substance d$essai radiomarquée est utilisée, il peut y avoir lieu 
d$analyser la radioactivité totale. Dans ce cas, l$analyse est effectuée dans 
le sang total et le plasma, ou dans le plasma et les globules rouges, pour 
permettre de calculer le rapport sang/plasma. Dans d$autres circonstances, il 
peut être nécessaire de procéder à une étude plus approfondie requérant 
l$identification du composé parent et/ou de ses métabolites, ou d$évaluer 
la fixation aux protéines. 

Autres études de cinétique tissulaire 

53. Ces études ont pour objet d$obtenir des informations sur l$évolution dans le 
temps afin de répondre à des questions liées notamment au mode d$action 
toxique, à la bioaccumulation et à la biopersistance en déterminant la 
concentration de la substance d$essai dans différents tissus. Le choix des 
tissus et le nombre de points temporels évalués dépendront de l$aspect 
étudié et de la base de données toxicologiques disponible sur la substance 
d$essai. Pour concevoir ces études de cinétique tissulaire complémentaires, il 
convient de tenir compte des informations recueillies décrites aux para
graphes 37 à 40. Ces études peuvent nécessiter un dosage unique ou un 
dosage répété. La méthode retenue fait l$objet d$une justification détaillée. 

54. Des études de cinétique tissulaire complémentaires peuvent être entreprises: 

� lorsqu$on constate une demi-vie sanguine allongée, suggérant la possi
bilité d$une accumulation de la substance d$essai dans différents tissus, 
ou 

� pour voir si un niveau d$état stationnaire a été atteint dans des tissus 
particuliers (dans des études à doses répétées, par exemple, même quand 
un niveau d$état stationnaire a apparemment été atteint dans le sang, il 
peut être utile de s$assurer qu$il en est de même dans les tissus cibles). 

55. Pour ce type d$étude en fonction du temps, il convient d$administrer une 
dose orale appropriée de la substance d$essai à au moins quatre animaux par 
dose et par point temporel, et de surveiller l$évolution dans le temps de la 
distribution dans les tissus choisis. À moins qu$une toxicité spécifique liée 
au sexe ait été observée, on emploiera des animaux d$un seul sexe. La 
question de savoir si l$analyse doit porter sur la radioactivité totale ou sur 
la substance mère et/ou ses métabolites dépendra du problème traité. La 
distribution tissulaire est évaluée à l$aide des techniques appropriées. 

Induction/inhibition enzymatique 

56. Des études sur les effets possibles de l$induction/inhibition enzymatique ou 
sur la biotransformation de la substance d$essai concernée peuvent être 
nécessaires dans l$un ou plusieurs des cas suivants: 

1) lorsque des éléments indiquent une relation entre la biotransformation de 
la substance d$essai et l$augmentation de la toxicité; 

2) lorsque les données de toxicité disponibles indiquent une relation non 
linéaire entre la dose et le métabolisme; 
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3) si les études sur l$identification des métabolites révèlent un métabolite 
potentiellement toxique qui pourrait être le produit d$une voie enzyma
tique induite par la substance d$essai; 

4) pour expliquer des effets a priori liés à des phénomènes d$induction 
enzymatique; 

5) si l$on observe des modifications toxicologiques importantes dans le 
profil métabolique de la substance d$essai, dans le cadre d$expériences 
in vitro ou in vivo menées sur différentes espèces ou dans différentes 
conditions, il peut être nécessaire de caractériser l$enzyme ou les 
enzymes impliquées (par exemple, des enzymes de phase I comme les 
isoenzymes constituant le système des mono-oxygénases à cytochrome P 
450, des enzymes de phase II comme les isoenzymes de la sulfotrans
férase ou de l$uridine diphosphate glucuronosyltransférase, ou tout autre 
enzyme pertinente). Ces informations peuvent servir à évaluer la perti
nence des extrapolations interespèces. 

57. Pour évaluer les variations toxicocinétiques liées à la substance d$essai, il 
convient de mettre en #uvre des protocoles d$étude adéquats, convenable
ment validés et justifiés. Ces études peuvent par exemple consister à admi
nistrer des doses répétées d$une substance d$essai non marquée, puis une 
dose unique radiomarquée le 14 e jour, ou des doses répétées d$une substance 
d$essai radiomarquée et des échantillonnages les 1 er , 7 e et 14 e jours pour 
déterminer le profil des métabolites. L$administration de doses répétées 
d$une substance d$essai radiomarquée peut également fournir des renseigne
ments sur la bioaccumulation (voir paragraphe 26). 

MÉTHODES COMPLÉMENTAIRES 

58. Outre les expériences in vivo décrites dans la présente méthode d$essai, des 
méthodes complémentaires peuvent fournir des informations sur l$absorp
tion, la distribution, le métabolisme ou l$élimination d$une substance d$essai 
chez certaines espèces. 

Utilisation d"informations in vitro 

59. Plusieurs aspects concernant le métabolisme de la substance d$essai peuvent 
être étudiés dans le cadre d$études in vitro faisant appel à des systèmes 
d$essai appropriés. Des hépatocytes fraîchement isolés ou en culture et des 
fractions subcellulaires (par exemple microsomes et cytosol ou fraction S9) 
du foie peuvent servir à étudier les métabolites possibles. Le métabolisme 
local dans l$organe cible, par exemple le poumon, peut être intéressant pour 
l$évaluation des risques. À cette fin, les fractions microsomales des tissus 
cibles peuvent être utiles. Les études sur microsomes peuvent permettre de 
traiter les différences potentielles entre les sexes et selon les stades de la vie, 
et de caractériser les paramètres enzymatiques (K m et V max ) qui peuvent 
aider à évaluer la dose-dépendance du métabolisme en lien avec les niveaux 
d$exposition. En outre, les microsomes peuvent permettre d$identifier les 
enzymes microsomales impliquées dans le métabolisme de la substance 
d$essai qui peuvent servir pour l$extrapolation inter-espèces (voir aussi para
graphe 56). On peut également examiner le potentiel d$induction de la 
biotransformation à l$aide de fractions subcellulaires du foie (par exemple, 
microsomes et cytosol) d$animaux prétraités par la substance d$essai concer
née, par le biais d$études in vitro d$induction sur les hépatocytes, ou à partir 
de lignées cellulaires spécifiques exprimant des enzymes pertinentes. Dans 
certaines circonstances et certaines conditions, on peut envisager d$utiliser 
des fractions subcellulaires provenant de tissus humains, afin de déterminer 
les éventuelles différences entre espèces en matière de biotransformation. 
Les résultats d$études in vitro peuvent également servir à l$élaboration de 
modèles toxicocinétiques à base physiologique (TCBP) (5). 
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60. Les études d$absorption cutanée in vitro peuvent fournir des renseignements 
supplémentaires pour caractériser l$absorption (6). 

61. Des cultures primaires de cellules hépatiques et des coupes de tissus frais 
peuvent être utilisées pour répondre aux mêmes questions que les micro
somes hépatiques. Dans certains cas, il est possible de répondre à certaines 
questions en utilisant des lignées cellulaires exprimant spécifiquement l$en
zyme pertinente ou des lignées cellulaires génétiquement modifiées. Il peut 
aussi être utile d$étudier l$inhibition et l$induction d$isoenzymes particulières 
du cytochrome P450 (par exemple CYP1A1, 2E1, 1A2, etc.) et/ou d$en
zymes de phase II par le composé parent dans le cadre d$essais in vitro. Les 
informations obtenues peuvent présenter de l$intérêt pour des composés de 
structure proche. 

Utilisation des données toxicocinétiques provenant d"études de toxicité 

62. L$analyse des échantillons de sang, de tissus et/ou d$excréta obtenus au 
cours d$autres études de toxicité peut fournir des données sur la biodispo
nibilité, l$évolution de la concentration plasmatique dans le temps (AUC, 
C max ), le potentiel de bioaccumulation, les taux d$élimination et les varia
tions métaboliques et cinétiques liées au sexe ou au stade de vie. 

63. Le plan d$étude peut aussi être adapté pour répondre à des questions concer
nant la saturation de l$absorption, les voies de biotransformation ou d$ex
crétion à des doses plus élevées, l$emprunt de nouvelles voies métaboliques 
à des doses plus élevées, ou la limitation des métabolites toxiques à des 
doses plus élevées. 

64. D$autres aspects liés à l$évaluation des dangers peuvent aussi être abordés, 
notamment: 

� la sensibilité en fonction de l$âge, qui dépend de l$état de la barrière 
hémato-encéphalique, des reins et/ou des capacités de détoxication, 

� la sensibilité de certaines sous-populations due à des différences de 
capacité de biotransformation ou à d$autres différences toxicocinétiques, 

� l$ampleur de l$exposition du f#tus par transfert transplacentaire des 
produits chimiques ou de celle du nouveau-né par le biais de la lactation. 

Utilisation de modèles toxicocinétiques 

65. Les modèles toxicocinétiques peuvent contribuer à différents aspects de 
l$évaluation des dangers et des risques, par exemple à la prévision de 
l$exposition systémique et de la dose délivrée aux tissus internes. En 
outre, pour aborder des questions particulières portant sur le mode d$action, 
ces modèles peuvent servir de base à l$extrapolation entre espèces, entre 
voies d$exposition, entre dosages, et à des fins d$évaluation des risques pour 
l$homme. Les données utiles à l$élaboration de modèles TCBP pour une 
substance d$essai sur une espèce quelconque sont 1) les coefficients de 
partage, 2) les constantes biochimiques et paramètres physiologiques, 3) 
les paramètres d$absorption des différentes voies d$exposition et 4) les 
données cinétiques in vivo pour l$évaluation des modèles [par exemple 
paramètres d$élimination pour les voies d$excrétion pertinentes (> 10 %), 
K m et V max pour le métabolisme]. Les données expérimentales utilisées pour 
élaborer le modèle sont obtenues par des méthodes scientifiquement vala
bles, et les résultats du modèle sont validés. Les paramètres spécifiques à la 
substance d$essai ou à l$espèce, comme le taux d$absorption, le coefficient 
de partage sang-tissu et les constantes de vitesse métabolique, sont souvent 
déterminés pour faciliter l$élaboration de modèles non compartimentaux ou 
à base physiologique (7). 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 

66. Il est recommandé de faire figurer une table des matières dans le rapport 
d$essai. 

Corps du rapport 

67. Le corps du rapport présente les informations décrites par la présente 
méthode d$essai, organisées en sections et paragraphes de la manière 
suivante: 

Résumé 

68. Cette section du rapport d$étude résume la conception de l$étude et décrit les 
méthodes utilisées. Elle met également en relief les principaux résultats 
concernant le bilan massique, la nature et l$importance des métabolites, 
les résidus tissulaires, le taux d$élimination, le potentiel de bioaccumulation, 
les différences liées au sexe, etc. Ce résumé est suffisamment détaillé pour 
permettre une évaluation des résultats. 

Introduction 

69. Cette section du rapport présente les objectifs de l$étude, les raisons l$ayant 
motivée et les principes de sa conception, ainsi que les références utiles et 
un historique permettant de la resituer. 

Matériels et méthodes 

70. Cette section du rapport décrit en détail toutes les informations pertinentes, 
notamment: 

a) Substance d$essai 

Cette sous-section porte sur l$identification de la substance d$essai: nom 
chimique, structure moléculaire, détermination qualitative et quantitative 
de sa composition chimique, pureté chimique et, si possible, type et 
quantité des éventuelles impuretés. Elle comprend également des infor
mations sur les propriétés physico-chimiques de la substance, notam
ment: état physique, couleur, coefficient de solubilité et/ou de partage 
brut, stabilité et, éventuellement, corrosivité. Le cas échéant, des infor
mations sont également données sur les isomères. Si la substance d$essai 
est radiomarquée, cette sous-section renseigne sur le type de radionu
cléide, la position du marqueur, l$activité spécifique et la pureté radio
chimique. 

Il convient d$indiquer le type de véhicule, diluant, agent de suspension, 
émulsifiant ou autre matériau utilisé pour administrer la substance d$es
sai, ou d$en donner une description. 

b) Animaux d$expérience 

Cette sous-section renseigne sur les animaux d$expérience, notamment: 
choix de l$espèce et de la souche et justification de ce choix, âge au 
début de l$étude, sexe, poids corporel, état de santé et conditions d$éle
vage. 

c) Méthodes 

Cette sous-section décrit en détail la conception de l$étude et la méthode 
utilisée. Elle comprend les éléments suivants: 

1) justification des éventuelles modifications apportées à la voie ou aux 
conditions d$exposition, s$il y a lieu; 
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2) justification du choix des niveaux de dose; 

3) description des éventuelles études pilotes utilisées pour la conception 
expérimentale des études de suivi. Les données à l$appui des études 
pilotes sont jointes; 

4) mode de préparation de la solution administrée et, le cas échéant, 
type de solvant ou de véhicule; 

5) nombre de groupes de traitement et nombre d$animaux par groupe; 

6) niveaux et volume des doses (et, si la radioactivité est utilisée, 
activité spécifique de la dose); 

7) voie(s) et méthodes d$administration; 

8) fréquence d$administration; 

9) période de jeûne (le cas échéant); 

10) radioactivité totale par animal; 

11) manipulation des animaux; 

12) collecte et traitement des échantillons; 

13) méthodes d$analyse utilisées pour la séparation, la quantification et 
l$identification des métabolites; 

14) limites de détection des méthodes employées; 

15) autres mesures et protocoles expérimentaux utilisés (notamment vali
dation des méthodes d$analyse des métabolites). 

d) Analyse statistique 

Si on recourt à l$analyse statistique pour dépouiller les résultats de 
l$étude, il convient d$apporter suffisamment d$informations sur la 
méthode d$analyse et le logiciel employés pour qu$un examinateur/sta
tisticien indépendant puisse réévaluer et reconstruire l$analyse. 

Si on recourt à une modélisation systémique (par exemple à un modèle 
TCBP), la présentation du modèle employé comporte une description 
complète du modèle, afin qu$un expert indépendant puisse reconstruire 
et valider celui-ci (voir le paragraphe 65 et l$appendice des définitions). 

Résultats 

71. Toutes les données sont récapitulées et présentées sous forme de tableaux 
accompagnés d$une évaluation statistique appropriée, comme décrit dans la 
présente section. Les données résultant du comptage de la radioactivité sont 
récapitulées et présentées de manière appropriée à l$étude, généralement en 
microgrammes ou milligrammes d$équivalents par masse d$échantillon, mais 
d$autres unités peuvent être utilisées. Cette section comporte des graphiques 
illustrant les résultats, reproduit les données chromatographiques et spectro
métriques représentatives, identifie/quantifie les métabolites et présente les 
voies métaboliques proposées, y compris la structure moléculaire des méta
bolites. En outre, les renseignements suivants figurent, le cas échéant, dans 
cette section: 

1) quantité et pourcentage de récupération de la radioactivité dans l$urine, 
les fèces, l$air expiré, ainsi que dans l$urine et les fèces récupérées lors 
du nettoyage de la cage. 

� Pour les études par voie cutanée, inclure également les données 
relatives à la récupération de la substance d$essai sur la peau 
traitée et lors du nettoyage cutané, les données sur la radioactivité 
résiduelle présente dans le dispositif couvrant la peau et l$unité 
d$étude du métabolisme, ainsi que les résultats de l$étude de 
nettoyage cutané; pour plus de précisions, voir les paragraphes 74 
à 77. 
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� Pour les études par inhalation, inclure également des données sur la 
récupération de la substance d$essai dans les poumons et dans les 
tissus nasaux (8); pour plus de précisions, voir le paragraphe 78; 

2) distribution tissulaire, en pourcentage de la dose administrée et en 
concentration (microgrammes d$équivalents par gramme de tissu) et 
ratios tissu/sang et tissu/plasma; 

3) bilan-matière élaboré pour chaque étude impliquant l$analyse des tissus 
et des excréta; 

4) concentrations plasmatiques et paramètres toxicocinétiques (biodisponi
bilité, AUC, C max , T max , élimination, demi-vie) après administration de la 
substance par la ou les voies d$exposition pertinentes; 

5) vitesse et importance de l$absorption de la substance d$essai après admi
nistration par la ou les voies d$exposition pertinentes; 

6) quantités de substance d$essai et de métabolites (en pourcentage de la 
dose administrée) collectées dans les excréta; 

7) référence aux données présentées en annexe, qui comprennent les 
données par animal pour tous les critères de mesure (par exemple admi
nistration de la dose, pourcentage de récupération, concentrations, para
mètres toxicocinétiques, etc.); 

8) graphique représentant les voies métaboliques proposées et la structure 
moléculaire des métabolites. 

Discussion et conclusions 

72. Dans cette section, il convient pour le ou les auteurs de: 

1) proposer une voie métabolique, en s$appuyant sur les résultats concernant 
le métabolisme et l$élimination de la substance d$essai; 

2) examiner les éventuelles différences potentielles liées à l$espèce ou au 
sexe concernant l$élimination et/ou la biotransformation de la substance 
d$essai; 

3) présenter dans un tableau et examiner l$identité et l$importance des 
métabolites, les taux d$élimination, le potentiel de bioaccumulation et 
le niveau des résidus tissulaires de la substance mère et/ou de ses méta
bolites, ainsi que les éventuelles modifications dose-dépendantes des 
paramètres toxicocinétiques, s$il y a lieu; 

4) intégrer à cette section toute donnée toxicocinétique pertinente obtenue 
au cours d$études de toxicité; 

5) formuler une conclusion succincte pouvant être étayée par les résultats de 
l$étude; 

6) ajouter des sections supplémentaires (si nécessaire ou opportun). 

73. Les sections supplémentaires serviront à présenter des informations biblio
graphiques, tableaux, graphiques, annexes, etc. 
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AUTRES VOIES D$EXPOSITION 

Voie cutanée 

Traitement cutané 

74. Cette section fournit des renseignements spécifiques sur les études de toxi
cocinétique par voie cutanée. Pour l$absorption cutanée, il convient de 
consulter le chapitre B.44 [Absorption cutanée: méthode in vivo (9)] de la 
présente annexe. Pour d$autres effets observés, tels que la distribution et le 
métabolisme, la présente méthode d$essai B.36 peut être utilisée. Pour le 
traitement par voie cutanée, on peut utiliser un ou plusieurs niveaux de dose. 
La substance d$essai (c$est-à-dire la préparation pure, diluée ou le mélange 
contenant la substance d$essai à appliquer sur la peau) est identique (ou 
représente un substitut réaliste) aux produits auxquels pourraient être 
exposés l$homme ou les autres espèces cibles potentielles. Le choix du ou 
des niveaux de dose s$effectue conformément aux indications des para
graphes 20 à 26 de la présente méthode d$essai. Parmi les facteurs à 
prendre en considération figurent l$exposition humaine potentielle et/ou les 
doses auxquelles une toxicité a été observée au cours d$autres études de 
toxicité cutanée. Si nécessaire, il convient de dissoudre la ou les doses 
cutanées dans un véhicule adéquat et de les appliquer dans un volume 
adapté à leur administration. Peu de temps avant l$essai, la fourrure de la 
région dorsale du tronc des animaux à tester est tondue. Le rasage peut être 
employé mais il est effectué environ 24 heures avant l$essai. Lorsque la 
fourrure est rasée ou tondue, cette opération s$effectue en évitant toute 
lésion de la peau qui pourrait entraîner une modification de sa perméabilité. 
Environ 10 % de la superficie corporelle sont dégagés pour application de la 
substance d$essai. Dans le cas de substances d$essai hautement toxiques, la 
zone couverte peut être plus petite, mais il convient de recouvrir une surface 
aussi large que possible d$une pellicule mince et uniforme. La surface de 
traitement utilisée est la même pour tous les groupes d$essai par voie cuta
née. Les zones traitées sont recouvertes à l$aide d$une protection adaptée 
maintenue en place. Les animaux sont encagés séparément. 

75. Une étude de nettoyage cutané est menée afin d$évaluer la quantité de la 
dose appliquée susceptible d$être retirée de la peau lors d$un lavage de la 
zone traitée au savon doux et à l$eau. Cette étude peut également aider à 
établir le bilan massique quand la substance d$essai est administrée par voie 
cutanée. Pour ce type d$étude, il convient d$appliquer une dose unique de la 
substance d$essai à deux animaux. Le niveau de dose est choisi conformé
ment aux indications du paragraphe 23 de la présente méthode d$essai (voir 
également le paragraphe 76 à propos du temps de contact avec la peau). La 
quantité de substance d$essai récupérée lors de ce lavage permet d$évaluer 
l$efficacité d$élimination de la substance d$essai par la procédure de 
nettoyage. 

76. Sauf si sa corrosivité l$empêche, la substance d$essai est appliquée et main
tenue sur la peau pendant un minimum de 6 heures. Une fois la protection 
retirée, la zone traitée est lavée selon la procédure décrite pour l$étude de 
nettoyage cutané (voir paragraphe 75). La protection et la solution ayant 
servi au nettoyage sont analysées à la recherche de résidus de la substance 
d$essai. À la fin de l$étude, les animaux sont euthanasiés conformément à 
(2), et la peau traitée est prélevée. Une section appropriée de la peau traitée 
est analysée pour déterminer la présence résiduelle de la substance d$essai 
(radioactivité). 

77. Pour l$évaluation toxicocinétique des produits pharmaceutiques, des procé
dures différentes peuvent être nécessaires, en accord avec les dispositions 
réglementaires. 
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Inhalation 

78. Pour ce type d$étude, on utilise une concentration unique de la substance 
d$essai, ou davantage si nécessaire. Le choix de la ou des concentrations 
s$effectue conformément aux indications des paragraphes 20 à 26 de la 
présente méthode d$essai. Les traitements par inhalation seront menés à 
l$aide d$un appareillage de type «cône nasal» ou «tête seule» pour empêcher 
l$absorption par d$autres voies d$exposition (8). Si d$autres méthodes d$ex
position par inhalation sont retenues, il convient de justifier et de docu
menter ce choix. La durée d$exposition par inhalation est définie; elle est 
généralement comprise entre 4 et 6 heures. 
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Appendice 

DÉFINITIONS 

Absorption orale: pourcentage de la dose de substance d$essai absorbé à partir 
du site d$administration (à savoir le tractus gastro-intestinal). Ce paramètre essen
tiel peut permettre de comprendre quelle proportion de la substance d$essai 
administrée atteint la veine porte, et par la suite le foie. 

Absorption: processus par le(s)quel(s) une substance chimique pénètre dans, ou 
traverse, des tissus. L$absorption se réfère au composé parent et à tous ses 
métabolites. À ne pas confondre avec la «biodisponibilité». 

Accumulation (bioaccumulation): augmentation dans le temps de la quantité 
d$une substance d$essai présente dans les tissus (généralement les tissus adipeux, 
à la suite d$une exposition répétée); si une substance d$essai pénètre dans le corps 
à une vitesse supérieure à son taux d$élimination, cette substance s$accumule 
dans l$organisme et peut atteindre des concentrations toxiques. 

ADME: acronyme de «Absorption, Distribution, Métabolisme et Excrétion». 

AUC (aire sous la courbe des concentrations plasmatiques): aire sous la courbe 
dans un diagramme représentant l$évolution dans le temps de la concentration 
d$une substance d$essai dans le plasma. Cette aire correspond à la quantité totale 
de substance d$essai absorbée par le corps pendant une période de temps prédé
finie. Dans des conditions de linéarité, l$AUC (du temps zéro à l$infini) est 
proportionnelle à la quantité totale de substance d$essai absorbée par le corps, 
indépendamment du taux d$absorption. 

Autoradiographie microscopique des récepteurs (microautoradiographie des 
récepteurs): cette technique peut servir à étudier l$interaction xénobiotique avec 
des sites tissulaires ou des populations cellulaires spécifiques, par exemple dans 
le cadre d$études sur la fixation au récepteur ou le mode d$action spécifique qui 
peuvent nécessiter une qualité de résolution et de sensibilité impossible à obtenir 
par d$autres techniques comme l$autoradiographie du corps entier. 

Autoradiographie (autoradiographie du corps entier): cette technique, qui sert à 
déterminer qualitativement et/ou quantitativement la localisation tissulaire d$une 
substance d$essai radioactive, utilise l$imagerie par rayons X ou, innovation plus 
récente, l$imagerie numérique par plaque au phosphore pour visualiser les molé
cules ou fragments de molécules radiomarqués en enregistrant le rayonnement 
émis au sein de l$objet étudié. Par rapport à la dissection des organes, l$autora
diographie quantitative du corps entier peut présenter des avantages pour évaluer 
la distribution de la substance d$essai, la récupération globale et la résolution du 
matériau radioactif dans les tissus. Par exemple, on peut utiliser cette technique 
sur un modèle animal pigmenté, afin d$évaluer l$association possible de la subs
tance d$essai avec la mélanine, qui peut se lier à certaines molécules. Cependant, 
tout en offrant un moyen commode de visualiser l$ensemble des sites de fixation 
de grande capacité et de faible affinité dans le corps entier, cette technique est 
probablement moins performante pour identifier des sites cibles spécifiques tels 
que les sites de liaison au récepteur, dont la détection nécessite une résolution et 
une sensibilité relativement élevées. Lorsqu$on recourt à l$autoradiographie, les 
expériences visant à déterminer le bilan massique du composé administré sont 
menées sur un groupe séparé ou dans le cadre d$une étude distincte de l$étude de 
distribution tissulaire, dans laquelle tous les excréta (qui peuvent inclure égale
ment l$air expiré) et toutes les carcasses sont homogénéisés et analysés par 
comptage à scintillation liquide. 

Bilan massique: comptabilité des entrées de la substance d$essai dans le système, 
et de ses sorties de celui- ci. 

Bilan matière: voir «bilan massique». 

Bioaccumulation: voir «Accumulation». 
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Biodisponibilité: fraction d$une dose administrée qui atteint la circulation systé
mique ou est rendue disponible sur le site de l$activité physiologique. Générale
ment, la biodisponibilité d$une substance d$essai se réfère au composé parent, 
mais elle peut également se référer à ses métabolites. Elle ne tient compte que 
d$une seule forme chimique. Nota bene biodisponibilité et absorption ne sont pas 
synonymes. La différence, par exemple, entre l$absorption orale (c$est-à-dire la 
présence dans la paroi intestinale et la veine porte) et la biodisponibilité (c$est-à- 
dire la présence dans le sang systémique et dans les tissus) peut, entre autres 
facteurs, provenir de la dégradation chimique liée au métabolisme de la paroi 
intestinale, à l$efflux vers la lumière intestinale ou encore au métabolisme présys
témique dans le foie (10). La biodisponibilité du composant toxique (composé 
parent ou métabolite) est un paramètre essentiel, dans l$évaluation des risques 
pour la santé humaine (extrapolation de dose élevée à faible, extrapolation de 
voie à voie), pour dériver une valeur interne de la dose sans effet nocif 
observé (DSENO) ou de la dose de référence (BMD) externes (dose appliquée). 
Pour étudier les effets sur le foie en cas d$administration orale, l$absorption orale 
suffit. Néanmoins, pour évaluer tout autre effet que l$effet à la porte d$entrée, la 
biodisponibilité est généralement un paramètre plus fiable pour l$évaluation des 
risques. 

Biopersistance: voir «Persistance». 

Biotransformation: conversion chimique (généralement enzymatique), dans l$or
ganisme, d$une substance d$essai donnée en une autre. Synonyme de «métabo
lisme». 

C max : concentration maximale (pic de concentration) dans le sang (plasma/sé
rum) après l$administration, ou excrétion maximale (pic d$excrétion) urinaire ou 
fécale après l$administration. 

Coefficient de partage: également appelé coefficient de distribution, il mesure la 
solubilité différentielle d$une substance chimique dans deux solvants. 

Compartiment: portion (ou unité) structurelle ou biochimique d$un corps, d$un 
tissu ou d$une cellule séparée du reste de ce corps, de ce tissu ou de cette cellule. 

Concentration sanguine (plasmatique) à l"état stationnaire: état hors équilibre 
d$un système ouvert dans lequel toutes les forces agissant sur le système sont 
exactement contrebalancées par des forces opposées, de sorte que tous les 
composants du système ont une concentration stationnaire, bien que de la 
matière s$écoule au travers de ce système. 

Concentration sanguine (plasmatique/sérique) maximale: concentration maxi
male (pic de concentration) dans le sang (plasma/sérum) après l$administration 
(voir aussi «C max »). 

Demi-vie (t 1/2 ): temps nécessaire pour que la concentration de la substance 
d$essai diminue de moitié dans un compartiment. Elle se réfère généralement à 
la concentration plasmatique ou à la quantité de substance d$essai présente dans 
l$ensemble du corps. 

Distribution: dispersion d$une substance d$essai et de ses dérivés au travers d$un 
organisme. 

Distribution tissulaire: déplacement réversible d$une substance d$essai d$un 
endroit du corps à un autre. La distribution tissulaire peut s$étudier par dissection, 
homogénéisation, combustion et comptage par scintillation liquide des organes ou 
par autoradiographie qualitative et/ou quantitative du corps entier. La première 
méthode est utile pour obtenir la concentration et le pourcentage de récupération 
dans les tissus et la carcasse des mêmes animaux, mais peut avoir une résolution 
trop faible pour tous les tissus et atteindre une récupération globale inférieure à 
l$optimum (< 90 %). Voir la définition de l$autoradiographie. 

Enzymes/Isoenzymes: protéines qui catalysent des réactions chimiques. Les 
isoenzymes sont des enzymes qui catalysent des réactions chimiques similaires 
mais diffèrent par leur séquence d$acides aminés. 

Excrétion biliaire: excrétion par les voies biliaires. 
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Excrétion: processus par le(s)quel(s) une substance d$essai administrée et/ou ses 
métabolites sont éliminés du corps. 

Exogène: d$origine extérieure à l$organisme ou au système, ou produit à l$exté
rieur de lui. 

Extrapolation: inférence d$une ou de plusieurs valeurs inconnues à partir de ce 
qui est connu ou a été observé. 

Induction/induction enzymatique: synthèse d$enzymes en réponse à un stimulus 
environnemental ou à une molécule inductrice. 

Linéarité/cinétique linéaire: en cinétique, un processus est linéaire quand tous 
les taux de transfert entre compartiments sont proportionnels aux quantités ou 
aux concentrations présentes, c$est-à-dire de premier ordre. En conséquence, les 
volumes d$élimination et de distribution sont constants, de même que les 
demi-vies. Les concentrations obtenues sont proportionnelles au taux d$adminis
tration (exposition), et l$accumulation est plus aisément prévisible. On peut juger 
de la linéarité/non-linéarité en comparant les paramètres pertinents, par exemple 
l$AUC, après administration de différentes doses ou après exposition unique et 
exposition répétée. L$absence de dose-dépendance peut indiquer la saturation des 
enzymes participant au métabolisme du composé; une augmentation de l$AUC 
après exposition répétée par rapport à une exposition unique peut indiquer une 
inhibition du métabolisme, et une diminution de l$AUC peut signaler une induc
tion du métabolisme [voir aussi (11)]. 

Mécanisme (mode) de toxicité/d"action: le mécanisme d$action se réfère aux 
interactions biochimiques spécifiques par lesquelles une substance d$essai produit 
son effet. Le mode d$action se rapporte aux phénomènes plus généraux condui
sant à la toxicité d$une substance d$essai. 

Métabolisme: synonyme de «biotransformation». 

Métabolites: produits du métabolisme ou des processus métaboliques. 

Modélisation systémique (modèle toxicocinétique à base physiologique, à base 
pharmacocinétique, pharmacocinétique à base physiologique, à base biologique, 
etc.): modèle abstrait utilisant le langage mathématique pour décrire le compor
tement d$un système. 

Paramètres enzymatiques: K m , constante de Michaelis et V max , vitesse maxi
male. 

Persistance (biopersistance): présence à long terme d$une substance chimique 
(dans un système biologique) s$expliquant par sa résistance à la dégradation/ 
l$élimination. 

Prévision à partir de données croisées: les informations sur les effets mesurés 
pour une ou plusieurs substances chimiques sont utilisées pour prédire l$effet 
observé pour la substance chimique cible. 

Saturation: état dans lequel un ou plusieurs processus cinétiques (par exemple, 
absorption, métabolisme ou élimination) sont à leur maximum (c$est-à-dire «satu
rés»). 

Sensibilité: capacité d$une méthode ou d$un instrument de mesure à distinguer 
entre des réponses correspondant à différents niveaux d$une variable d$intérêt. 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d$essai. 

Tissu cible: tissu sur lequel se manifeste un effet indésirable majeur d$une 
susbtance toxique. 

T max : temps nécessaire pour atteindre C max . 
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Toxicocinétique (pharmacocinétique): étude de l$absorption, de la distribution, 
du métabolisme et de l$excrétion des substances chimiques au cours du temps. 

Validation des modèles: processus destiné à évaluer si un modèle décrit conve
nablement les données toxicocinétiques disponibles. Les modèles peuvent être 
évalués par comparaison statistique ou visuelle de leurs prévisions avec les 
valeurs expérimentales, en fonction d$une variable indépendante commune (par 
exemple le temps). L$ampleur de l$évaluation est justifiée en fonction de l$usage 
escompté du modèle. 

Vitesse d"élimination: mesure quantitative de la vitesse à laquelle une substance 
d$essai est éliminée du sang, du plasma ou d$un tissu donné, par unité de temps. 

Voie d"administration (orale, intraveineuse, cutanée, par inhalation, etc.): se 
rapporte aux moyens par lesquels une substance chimique est administrée dans 
le corps (par exemple, par gavage oral, oralement mélangée à la nourriture, par 
voie cutanée, par inhalation, en intraveineuse, etc.). 

Voies de détoxication: série d$étapes conduisant à l$élimination des substances 
chimiques toxiques du corps, que ce soit par transformation métabolique ou par 
excrétion. 
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B.37 NEUROTOXICITÉ RETARDÉE DES SUBSTANCES 
ORGANOPHOSPORÉES APRÈS EXPOSITION AIGUË 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Lorsqu'on évalue les effets toxiques des substances, il est important 
d'étudier la capacité qu'ont certaines substances à entraîner certains 
types de neurotoxicité que les autres études de toxicité pourraient ne 
pas mettre en évidence. Certains composés organophosphorés ont 
une neurotoxicité différée et doivent faire l'objet de telles études. 

Des essais de dépistage in vitro peuvent être utilisés pour identifier 
les substances susceptibles d'entraîner une polyneuropathie différée; 
toutefois, des résultats négatifs à l'issue d'essais in vitro ne suffisent 
pas à prouver que la substance testée n'est pas neurotoxique. 

Voir introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Les substances organophosphorées comprennent les esters, thioesters 
organophosphorés non chargés ou anhydrides des acides organo
phosphoriques, organophosphoniques ou organophos-phoramidiques 
ou des acides phosphorothioïques, phosphonothioïques ou phospho
rothioamidiques apparentés ou d'autres substances pouvant entraîner 
la neurotoxicité différée parfois observée pour les substances de cette 
classe. 

La neurotoxicité retardée est un syndrome associé à l'installation 
prolongée et d'ataxie retardée, associée à des axonopathies distales 
au niveau de la moelle épinière et des nerfs périphériques, et à une 
inhibition et un vieillissement de l'estérase caractéristique des neuro
pathies (neuropathy taret esterase � NTE) dans les tissus nerveux. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Une substance de référence peut être testée sur un lot témoin positif, 
afin de démontrer que, dans les conditions de l'essai, la réaction de 
l'espèce testée n'est pas modifiée de façon significative. 

Le tri-o-tolyi phosphate est un exemple de produit neurotoxique 
couramment utilisé [n o CAS 78-30-8, n o EINECS 201-103-5, 
nomenclature CAS: acide phosphorique, tris(2-méthylphényl)es-ter]; 
il est également connu sous le nom de tns-o-crésylphosphate. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance à tester est administrée oralement, en une prise unique, 
à des poules domestiques qui ont été protégées, le cas échéant, 
contre des effets cholinergiques aigus. Les animaux sont observés 
pendant 21 jours pour détecter des troubles du comportement, une 
ataxie et une paralysie. Des analyses biochimiques sont réalisées, en 
particulier pour mettre en évidence l'inhibition de l'estérase NTE, sur 
des poules sélectionnées au hasard dans chaque lot, en général 24 et 
48 heures après administration. 21 jours après l'exposition, les poules 
restantes sont sacrifiées et un examen histopathologique est effectué 
sur des tissus nerveux choisis. 
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1.5. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.5.1. Préparation 

De jeunes poules adultes exemptes d'affections virales, ne faisant 
l'objet d'aucune médication susceptible d'interférer et ne présentant 
pas de troubles de la démarche sont réparties au hasard en lots 
d'expérience et lots témoins, et sont acclimatées aux conditions du 
laboratoire pendant au moins 5 jours avant le début de l'étude. 

Les cages ou enclos utilisés doivent être suffisamment grands pour 
que les poules puissent se mouvoir librement et pour que leur 
démarche puisse être aisément observée. 

La substance à tester est généralement administrée oralement, par 
gavage ou dans des capsules de gélatine, ou par une méthode compa
rable. Les substances liquides peuvent être administrées directement 
ou dissoutes dans un véhicule approprié tel que l'huile de maïs; les 
substances solides doivent si possible être dissoutes car il se peut que 
d'importantes quantités de solides administrées dans des capsules de 
gélatine ne soient pas bien absorbées. Si le véhicule est autre que de 
l'eau, ses caractéristiques toxiques doivent être connues et, dans le 
cas contraire, déterminées avant le début de l'essai. 

1.5.2. Conditions de l'essai 

1.5.2.1. Animaux d'expérience 

L'espèce recommandée est la poule pondeuse domestique adulte 
jeune âgée de 8-12 mois (Gallus gallus domesticus). Il convient 
d'utiliser des races et souches de taille standard; les poules doivent 
normalement avoir été élevées dans des conditions leur permettant de 
se mouvoir librement. 

1.5.2.2. Nombre et sexe 

Outre le lot d'expérience, il faut prévoir un lot témoin recevant le 
véhicule seul et un lot témoin positif. Le lot recevant le véhicule seul 
doit être traité de la même façon que le lot d'expérience, exception 
faite de l'administration de la substance à tester. 

Il faut prévoir suffisamment d'animaux dans chaque lot pour que l'on 
puisse en sacrifier au moins six pour effectuer les déterminations 
biochimiques (trois à chacun des deux temps de prélèvement) et 
qu'il en survive six après la période d'observation de 21 jours. 

Le lot témoin positif peut être réalisé en parallèle ou provenir d'expé
riences antérieures récentes. Il doit se composer d'au moins six 
poules traitées par un produit neurotoxique connu à effet retardé; 
trois poules seront réservées aux examens biochimiques et trois à 
la recherche de signes pathologiques. La mise à jour périodique des 
données historiques recueillies antérieurement est recommandée. De 
nouveaux lots positifs devront être réalisés si une des conditions 
essentielles de l'expérience (par exemple souches, alimentation, 
hébergement) a été modifiée par le laboratoire chargé de l'essai. 
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1.5.2.3. Niveau de doses 

Il convient d'effectuer une étude préliminaire sur un nombre appro
prié de poules réparties dans des lots traités à différentes doses, afin 
de déterminer la dose à utiliser pour l'étude principale. Un certain 
taux de mortalité est inévitable dans cette étude préliminaire. Toute
fois, pour éviter la mort consécutive à des effets cholinergiques 
aigus, il est possible d'utiliser de l'atropine ou un autre agent protec
teur ne perturbant pas la réaction neurotoxique différée. Diverses 
méthodes d'essai peuvent être utilisées pour évaluer la dose non 
létale maximale d'une substance (voir méthode B.1 bis). Les 
données recueillies antérieurement sur les poules ou d'autres infor
mations toxicologiques peuvent également être utiles pour déterminer 
la dose. 

La dose utilisée dans l'étude principale doit être aussi élevée que 
possible, compte tenu des résultats de l'étude préliminaire et de la 
limite supérieure de 2 000 mg/kg poids corporel. Quel que soit le 
taux de mortalité, il doit subsister un nombre suffisant d'animaux 
pour effectuer les analyses biochimiques (six) et l'examen histolo
gique (six) au 21 e jour. Il convient d'utiliser de l'atropine ou un autre 
agent qui ne perturbe pas les réactions neurotoxiques différées, afin 
d'éviter la mort par effets cholinergiques aigus. 

1.5.2.4. Essai limite 

Lorsqu'un essai réalisé selon le mode opératoire décrit ci-après, à une 
dose d'au moins 2 000 mg/kg p.c/jour, n'entraîne pas d'effets 
toxiques observables et que les données relatives aux substances 
de structure voisine ne laissent pas supposer une toxicité, il n'est 
pas nécessaire d'effectuer une étude à une dose plus élevée. L'essai 
limite est applicable, sauf lorsqu'une exposition humaine fait appa
raître la nécessité d'utiliser une dose plus élevée. 

1.5.2.5. Période d'observation 

La période d'observation doit s'étendre sur 21 jours. 

1.5.3. Mode opératoire 

Après administration d'un agent protecteur pour éviter que des effets 
cholinergiques aigus n'entraînent la mort, la substance à tester est 
administrée en une prise unique. 

1.5.3.1. Observation générale 

L'observation doit débuter immédiatement après l'exposition. Toutes 
les poules sont observées soigneusement plusieurs fois au cours des 
deux premiers jours, puis au moins une fois par jour, pendant 21 
jours ou jusqu'à la date prévue du sacrifice. Tous les signes de 
toxicité doivent être notés, ainsi que la date d'apparition des troubles 
du comportement, leur type, leur gravité et leur durée. L'ataxie doit 
être mesurée à l'aide d'une échelle d'évaluation ordinale comportant 
au moins quatre niveaux; la paralysie doit être notée. Au moins deux 
fois par semaine, les poules destinées à la recherche des signes 
pathologiques doivent être sorties de leurs cages et soumises à une 
épreuve d'activité motrice forcée, d'escalade d'échelles par exemple, 
afin de faciliter l'observation de faibles manifestations de toxicité. 
Les animaux moribonds ou présentant des signes de détresse ou de 
souffrance intense doivent être immédiatement retirés de l'étude, 
euthanasiés et autopsiés. 
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1.5.3.2. Poids corporel 

Toutes les poules sont pesées juste avant l'administration de la subs
tance, et au moins une fois par semaine par la suite. 

1.5.3.3. Biochimie 

Six poules choisies au hasard dans chacun des lots d'expérience et 
des lots témoins négatifs, ainsi que trois poules prélevées dans le lot 
témoin positif (si l'essai est réalisé en parallèle sur ce dernier) sont 
sacrifiées quelques jours après administration; le cerveau et la moelle 
épinière lombaire sont préparés et analysés pour détecter l'inhibition 
de l'estérase caractéristique des neuropathies. Il peut en outre s'avérer 
utile d'analyser l'inhibition de cette estérase sur du nerf sciatique. En 
règle générale, trois poules du lot témoin et de chaque lot d'expé
rience sont sacrifiées après 24 heures et trois autres après 48 heures, 
tandis que les trois poules du lot témoin positif sont sacrifiées après 
24 heures. Si l'observation des signes cliniques d'intoxication (sou
vent estimés par le moment d'apparition des effets cholinergiques) 
indique que la substance toxique est éliminée très lentement, il peut 
s'avérer préférable de prélever les tissus sur trois poules à deux 
autres temps compris entre 24 heures et au plus tard 72 heures 
après administration. 

S'il y a lieu, il est également possible d'effectuer des déterminations 
de l'acétylcholinestérase (AChE) sur des échantillons. Toutefois, il 
peut y avoir réactivation spontanée de l'acétylcholinestérase in vivo, 
ce qui pourrait faire sous-estimer l'activité de la substance en tant 
qu'inhibiteur de l'AChE. 

1.5.3.4. Autopsie 

L'autopsie de tous les animaux (sacrifices prévus ou exigés par l'état 
de l'animal) doit comporter un examen de l'aspect du cerveau et de la 
moelle épinière. 

1.5.3.5. Examen histopathologique 

Les tissus nerveux des animaux survivants après la période d'obser
vation et non utilisés pour les études biochimiques doivent faire 
l'objet d'un examen microscopique. Les tissus doivent être fixés in 
situ par des techniques de perfusion. Les coupes doivent être prati
quées au niveau du cervelet (plan longitudinal moyen), du bulbe 
rachidien, de la moelle épinière et des nerfs périphériques. Les 
coupes de la moelle épinière seront pratiquées dans la partie cervi
cale supérieure, dans la région thoracique moyenne et dans la région 
lombo-sacrée. Des coupes devront également être réalisées dans la 
partie distale du nerf tibial et au niveau de ses ramifications vers les 
muscles gastroenémiens, ainsi qu'au niveau du nerf sciatique. Les 
coupes seront colorées à l'aide de colorants appropriés, spécifiques 
de la myéline et des axones. 

2. RÉSULTATS 

En règle générale, si les résultats obtenus pour les différents points 
d'évaluation retenus (biochimie, histopathologie et observation du 
comportement) sont négatifs, il n'est normalement pas nécessaire 
de poursuivre les essais de neurotoxicité différée. Les résultats équi
voques ou non concluants peuvent nécessiter une poursuite de 
l'étude. 

Les résultats doivent être indiqués pour chaque animal, individuel
lement. En outre, tous les résultats doivent être présentés sous forme 
de tableaux indiquant, pour chaque lot d'expérience, le nombre d'ani
maux présents au début de l'essai, le nombre d'animaux présentant 
des lésions, des troubles du comportement ou des modifications 
biochimiques, le type et la gravité de ces lésions ou troubles, ainsi 
que le pourcentage d'animaux présentant chaque type de lésion ou 
trouble aux différents niveaux de gravité. 
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Les résultats de cette étude doivent être évalués du point de vue de 
l'incidence, de la gravité et de la corrélation entre les effets compor
tementaux, biochimiques et histopathologiques et tout autre effet 
observé dans les lots traités et les lots témoins. 

Les résultats numériques seront évalués par des méthodes statistiques 
appropriées et reconnues. Ces méthodes statistiques doivent être 
choisies lors de la conception de l'étude. 

3. COMPTE RENDU 

PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra, si possible, les renseignements 
suivants: 

Animaux d'expérience: 

� souche utilisée, 

� nombre d'animaux et âge, 

� origine, conditions d'hébergement, etc., 

� poids de chaque animal au début de l'expérience. 

Conditions expérimentales: 

� détails concernant la préparation de la substance à tester, sa 
stabilité et son homogénéité, s'il y a lieu, 

� justification du choix du véhicule, 

� détails concernant l'administration de la substance à tester, 

� détails concernant la qualité de la nourriture et de l'eau, 

� justification du choix de la dose, 

� spécification des doses administrées, avec indications détaillées 
concernant le véhicule, le volume et la forme physique de la 
substance administrée, 

� identité de l'agent protecteur éventuel et détails concernant son 
administration. 

Résultats: 

� données relatives au poids corporel, 

� données concernant la réaction toxique par groupe, y compris la 
mortalité, 

� nature, gravité et durée des effets cliniques observés (réversibilité 
éventuelle), 

� description détaillée des méthodes biochimiques et de leurs résul
tats, 

� résultats de l'autopsie, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques, 

� le cas échéant, traitement statistique des résultats. 

Discussion des résultats 

Conclusion 

4. RÉFÉRENCES 

Cette méthode reprend la ligne directrice 418 de l'OCDE. 
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B.38 NEUROTOXICITÉ RETARDÉE DES SUBSTANCES 
ORGANOPHOSPHORÉES ÉTUDE PAR ADMINISTRATION 

RÉITÉRÉE SUR 28 JOURS 

1. MÉTHODE 

1.1. INTRODUCTION 

Lorsqu'on évalue les effets toxiques des substances, il est important 
d'étudier la capacité qu'ont certaines substances à entraîner certains 
types de neurotoxicité que les autres études de toxicité pourraient ne 
pas mettre en évidence. Certains composés organophosphorés ont 
une neurotoxicité différée et doivent faire l'objet de telles études. 

Des essais de dépistage in vitro peuvent être utilisés pour identifier 
les substances susceptibles d'entraîner une polyneuropathie différée; 
toutefois, des résultats négatifs à l'issue d'études in vitro ne suffisent 
pas à prouver que la substance testée n'est pas neurotoxique. 

Cet essai de neurotoxicité retardée sur 28 jours fournit des informa
tions sur d'éventuels dangers pour la santé pouvant découler d'expo
sitions répétées au cours d'une période déterminée. Il donnera des 
informations sur la relation dose-effet et pourra fournir une estima
tion du niveau de dose sans effet néfaste observé, pouvant être utile 
à l'établissement des critères de sécurité pour l'exposition. 

Voir introduction générale, partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Les substances organophosphorées comprennent les esters, thioesters 
organophosphorés non chargés ou anhydrides des acides organo
phosphoriques, organophosphoniques ou organophos-phoramidiques 
ou des acides phosphorothioïques, phosphonothioïques ou phospho
rothioamidiques apparentés ou d'autres substances pouvant entraîner 
la neurotoxicité différée parfois observée pour les substances de cette 
classe. 

La neurotoxicité retardée est un syndrome associé à l'installation 
prolongée et d'ataxie retardée, associée à des axonopathies distales 
au niveau de la moelle épinière et des nerfs périphériques, et à une 
inhibition et un vieillissement de l'estérase caractéristique des neuro
pathies (neuropathy target esterase � NTE) dans les tissus nerveux. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance à tester est administrée quotidiennement par voie orale 
à des poules domestiques pendant 28 jours. Les animaux sont 
observés au moins une fois par jour pour rechercher des troubles 
du comportement, une ataxie et une paralysie, et ce jusqu'au 14 e jour 
après administration de la dernière dose. Des analyses biochimiques 
sont réalisées, en particulier pour mettre en évidence l'inhibition de 
l'estérase NTE, sur des poules sélectionnées au hasard dans chaque 
lot, en général 24 et 48 heures après la dernière administration. Deux 
semaines après la dernière administration, les poules restantes sont 
sacrifiées et un examen histopathologique est effectué sur certains 
tissus nerveux. 
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1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Préparation 

De jeunes poules adultes exemptes d'affections virales, ne faisant 
l'objet d'aucune médication susceptible d'interférer et ne présentant 
pas de troubles de la démarche sont réparties au hasard entre les lots 
d'expérience et les lots témoins, et sont acclimatées aux conditions 
du laboratoire pendant au moins 5 jours avant le début de l'étude. 

Les cages ou enclos utilisés doivent être suffisamment grands pour 
que les poules puissent se déplacer librement et pour que leur 
démarche puisse être aisément observée. 

La substance à tester doit être administrée par voie orale chaque jour, 
sept jours sur sept, de préférence par gavage ou dans des capsules de 
gélatine. Les substances liquides peuvent être administrées directe
ment ou dissoutes dans un véhicule approprié tel que l'huile de maïs; 
les substances solides doivent si possible être dissoutes car il se peut 
que d'importantes quantités de solides administrées dans des capsules 
de gélatine ne soient pas bien absorbées. Si le véhicule est autre que 
de l'eau, ses caractéristiques toxiques doivent être connues et, dans le 
cas contraire, déterminées avant le début de l'essai. 

1.4.2. Conditions de l'essai 

1.4.2.1. Animaux d'expérience 

Il est recommandé d'utiliser de jeunes poules pondeuses adultes 
(Gallus quitus domesticus) âgées de 8 à 12 mois. Il convient d'uti
liser des races et souches de taille standard; les poules doivent 
normalement avoir été élevées dans des conditions leur permettant 
de se déplacer librement. 

1.4.2.2. Nombre et sexe 

En règle générale, il faut prévoir au moins trois lots d'expérience et 
un lot témoin recevant uniquement le véhicule. Le lot recevant le 
véhicule seul doit être traité de la même façon que le lot d'expé
rience, exception faite de l'administration de la substance à tester. 

Il faut prévoir suffisamment d'animaux dans chaque lot pour que l'on 
puisse en sacrifier au moins six pour effectuer les analyses biochi
miques (trois lors de chacun des deux temps de prélèvement) et qu'il 
en survive six après la période d'observation post-traitement de 14 
jours. 

1.4.2.3. Doses 

Les doses doivent être sélectionnées en tenant compte des résultats 
d'un essai de neurotoxicité retardée après exposition aigué et de toute 
autre information disponible concernant la toxicité ou la cinétique de 
la substance à tester. La dose la plus élevée doit être choisie dans le 
but de produire des effets toxiques et de préférence une neurotoxicité 
différée, sans entraîner la mort ni des souffrances manifestes. Il 
convient ensuite de définir une série décroissante de doses afin de 
mettre en évidence une éventuelle relation dose-effet et une dose 
minimale n'entraînant aucun effet observable. 
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1.4.2.4. Essai limite 

Lorsqu'un essai réalisé selon le mode opératoire décrit ci-après, à une 
dose d'au moins 1 000 mg/kg p.c./jour, n'entraîne pas d'effets 
toxiques observables et que les données relatives aux substances 
de structure apparentée ne laissent pas supposer une toxicité, il 
n'est pas nécessaire d'effectuer une étude à une dose plus élevée. 
L'essai limite est applicable, sauf lorsqu'une exposition humaine 
fait apparaître la nécessité d'utiliser une dose plus élevée. 

1.4.2.5. Période d'observation 

Tous les animaux doivent être observés au moins une fois par jour 
pendant la période d'exposition et pendant les 14 jours suivants, sauf 
si une autopsie est prévue. 

1.4.3. Mode opératoire 

La substance à tester est administrée tous les jours, sept jours sur 
sept, pendant 28 jours. 

1.4.3.1. Observation générale 

L'observation doit débuter immédiatement après l'exposition. Toutes 
les poules sont observées attentivement au moins une fois par jour 
pendant les 28 jours de traitement et pendant les 14 jours suivants ou 
jusqu'à la date prévue de leur sacrifice. Tous les signes de toxicité 
doivent être consignés, ainsi que leur date d'apparition, leur type, 
leur gravité et leur durée. L'observation doit porter sur les troubles 
du comportement, sans toutefois s'y limiter. L'ataxie doit être 
mesurée à l'aide d'une échelle d'évaluation ordinale comportant au 
moins quatre niveaux; la paralysie doit être consignée. Au moins 
deux fois par semaine, les poules doivent être sorties de leurs 
cages et soumises à une épreuve d'activité motrice forcée, d'escalade 
d'échelles, par exemple, afin de faciliter l'observation des effets 
toxiques minimaux. Les animaux moribonds ou présentant des 
signes de détresse ou de souffrance intense doivent être immédiate
ment retirés de l'étude, euthanasiés et autopsiés. 

1.4.3.2. Poids corporel 

Toutes les poules sont pesées juste avant la première administration 
de la substance, et au moins une fois par semaine par la suite. 

1.4.3.3. Biochimie 

Six poules prélevées au hasard dans chacun des lots d'expérience et 
des lots témoins recevant le véhicule seul sont sacrifiées quelques 
jours après la dernière administration; le cerveau et la moelle 
épinière lombaire sont préparés et analysés pour détecter l'inhibition 
de l'estérase caractéristique des neuropathies (NTE). Il peut en outre 
s'avérer utile de rechercher l'inhibition de cette estérase sur le nerf 
sciatique. En règle générale, trois poules du lot témoin et de chaque 
lot d'expérience sont sacrifiées 24 heures après la dernière adminis
tration et trois autres 24 heures plus tard, soit 48 heures après la 
dernière administration; si les résultats de l'étude par exposition aigué 
ou d'autres études (étude toxicocinétique, par exemple) indiquent 
qu'il est préférable de choisir d'autres temps de sacrifice, les temps 
de sacrifices seront modifiés en conséquence et les documents justi
ficatifs seront fournis. 

S'il y a lieu, il est également possible d'effectuer des déterminations 
de l'acétylcholinestérase (AChE) sur ces échantillons. Toutefois, il 
peut y avoir réactivation spontanée de l'acétylcholinestérase in vivo, 
ce qui pourrait faire sous-estimer l'activité de la substance en tant 
qu'inhibiteur de l'AChE. 
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1.4.3.4. Autopsie 

L autopsie de tous les animaux (sacrifice programmé ou imposé par 
l'état des animaux) doit comporter un examen de l'aspect du cerveau 
et de la moelle épinière. 

1.4.3.5. Examen histopathologique 

Les tissus nerveux des animaux survivants après la période d'obser
vation et non utilisés pour les études biochimiques doivent faire 
l'objet d'un examen microscopique. Les tissus doivent être fixés in 
situ par des techniques de perfusion. Les coupes doivent être prati
quées au niveau du cervelet (plan longitudinal moyen), du bulbe 
rachidien, de la moelle épinière et des nerfs périphériques. Les 
coupes de la moelle épinière seront pratiquées dans la partie cervi
cale supérieure, dans la région thoracique moyenne et dans la région 
sacro-lombaire. Des coupes devront également être réalisées dans la 
région distale du nerf tibial et au niveau de ses ramifications vers les 
muscles jumeaux du triceps, ainsi qu'au niveau du nerf sciatique. Les 
coupes seront colorées à l'aide de colorants appropriés, spécifiques 
de la myéline et des axones. Dans un premier temps, l'examen micro
scopique sera effectué sur les tissus conservés de tous les animaux du 
lot traité à la dose la plus élevée et du lot témoin. Si des effets sont mis 
en évidence dans le lot traité à la dose la plus élevée, l'examen micro
scopique devra également porter sur les tissus des animaux des lots 
traités à la dose intermédiaire et à la dose faible. 

2. RÉSULTATS 

En règle générale, si les résultats obtenus pour les différents critères 
d'évaluation retenus dans cette méthode (biochimie, histopathologie et 
observation du comportement) sont négatifs, il n'est pas nécessaire de 
poursuivre les essais de neurotoxicité différée. Les résultats équivoques 
ou non concluants peuvent nécessiter une poursuite de l'étude. 

Les résultats doivent être indiqués pour chaque animal, individuel
lement. En outre, tous les résultats doivent être récapitulés dans un 
tableau indiquant, pour chaque lot d'expérience, le nombre d'animaux 
présents au début de l'essai, le nombre d'animaux présentant des 
lésions, des troubles du comportement ou des modifications biochi
miques, le type et la gravité de ces lésions ou symptômes, ainsi que 
le pourcentage d'animaux présentant chaque type de lésion ou symp
tôme aux différents niveaux de gravité. 

Les résultats de cette étude doivent être évalués du point de vue de 
l'incidence, de la gravité et de la corrélation entre les effets compor
tementaux, biochimiques et histopathologiques et tout autre effet 
observé dans les lots traités et les lots témoins. 

Les résultats numériques seront évalués par des méthodes appro
priées et reconnues. Ces méthodes statistiques doivent être choisies 
lors de la conception de l'étude. 

3. COMPTE RENDU 

PROCÈS-VERBAL D'ESSAI 

Le procès-verbal d'essai contiendra, si possible, les renseignements 
suivants: 

Animaux d'expérience: 

� souche utilisée, 

� nombre d'animaux et âge, 

� origine, conditions d'hébergement, etc., 

� poids de chaque animal au début de l'expérience. 
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Conditions expérimentales: 

� détails concernant la préparation de la substance à tester, sa 
stabilité et son homogénéité, s'il y a lieu, 

� justification du choix du véhicule, 

� détails concernant l'administration de la substance à tester, 

� détails concernant la qualité de la nourriture et de l'eau, 

� justification du choix de la dose, 

� spécification des doses administrées, avec indications détaillées 
concernant le véhicule, le volume et la forme physique de la 
substance administrée, 

� si les déterminations biochimiques ne sont pas pratiquées 24 et 
48 heures après la dernière administration, justification du choix 
d'autres temps. 

Résultats: 

� données relatives au poids corporel, 

� données concernant la réaction toxique par groupe, y compris la 
mortalité, 

� niveau de dose sans effet néfaste observé, 

� nature, gravité et durée des effets cliniques observés (réversibilité 
éventuelle), 

� description détaillée des méthodes biochimiques et de leurs 
résultats, 

� résultats de l'autopsie, 

� description détaillée de tous les résultats histopathologiques, 

� le cas échéant, traitement statistique des résultats. 

Discussion des résultats 

Conclusion 

4. RÉFÉRENCES 

Cette méthode reprend la ligne directive 419 de l'OCDE. 
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B.39. ESSAI IN VIVO DE SYNTHÈSE NON PROGRAMMÉE DE 
L'ADN (UDS) SUR CELLULES HÉPATIQUES DE 

MAMMIFÈRE 

1. MÉTHODE 

Cette méthode est une adaptation de la ligne directrice OCDE TG 
486, Essai in vivo de synthèse non programmée de l'ADN (UDS) sur 
cellules hépatiques de mammifères (1997). 

1.1. INTRODUCTION 

L'essai in vivo de synthèse non programmée de l'ADN (unscheduled 
DNA synthesis, UDS) sur cellules hépatiques de mammifère est 
destiné à identifier les substances qui induisent la réparation de 
l'ADN dans les cellules hépatiques des animaux traités (1, 2, 3, 4). 

Cet essai in vivo constitue une méthode d'étude des effets géno
toxiques des substances chimiques dans le foie. L'effet mesuré 
témoigne de l'altération de l'ADN et de la réparation qui en résulte 
dans les cellules hépatiques. Comme le foie est généralement le 
principal site du métabolisme des substances absorbées, il constitue 
un site approprié pour la détermination in vivo des altérations de 
l'ADN. 

Il ne faut pas avoir recours à cet essai s'il est manifeste que la 
substance d'essai ou un métabolite réactif n'atteindra pas le tissu 
cible. 

La synthèse non programmée de l'ADN (UDS) est mesurée en déter
minant l'incorporation de nucléosides marqués dans les cellules qui 
ne subissent pas une synthèse programmée (phase S) de l'ADN. La 
technique la plus couramment utilisée est la détermination par auto
radiographie de l'incorporation de thymidine marquée au tritium ( 3 H- 
TdR). On utilise de préférence le foie de rat pour les essais UDS in 
vivo. D'autres tissus peuvent être utilisés mais ne font pas l'objet de 
cette méthode. 

La détection d'une UDS dépend du nombre de bases d'ADN excisées 
et remplacées au site de l'altération. Ainsi, l'essai UDS est particu
lièrement utile pour détecter la réparation de longues séquences (20- 
30 bases) induite par la substance. Par contre, la réparation de 
courtes séquences (1-3 bases) est détectée avec une sensibilité beau
coup plus faible. En outre, des événements mutagènes peuvent 
résulter d'une non-réparation, d'une réparation erronée d'altérations 
de l'ADN ou d'une réplication erronée. L'ampleur de l'UDS ne 
fournit aucune indication quant à la fidélité du processus de répara
tion. D'autre part, il est possible qu'un mutagène réagisse avec l'ADN 
sans que l'altération de celui-ci soit réparée par un processus de 
réparation par excision. Le fait que l'essai UDS ne fournit pas d'in
formations spécifiques sur l'activité mutagène est compensé par la 
sensibilité potentielle de ce critère parce qu'il est mesuré dans la 
totalité du génome. 

Voir aussi l'introduction générale de la partie B. 

1.2. DÉFINITIONS 

Cellules en réparation: nombre net de grains (NNG) supérieur à 
une valeur préétablie à justifier par le laboratoire effectuant l'essai. 

Nombre net de grains (NNG): mesure quantitative de l'activité 
UDS de cellules lors d'essais UDS autoradiographiques; calculé en 
soustrayant du nombre de grains nucléaires (GN) le nombre moyen 
de grains cytoplasmiques dans des zones cytoplasmiques équiva
lentes au noyau (GC): NNG = GN -GG. Les NNG sont calculés 
pour les cellules individuelles, puis regroupés pour les cellules d'une 
culture, de cultures parallèles, etc. 
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Synthèse réparatrice de l'ADN (UDS): synthèse de réparation de 
l'ADN après excision et élimination d'un fragment d'ADN contenant 
une région lésée par des substances chimiques ou physiques. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

L'essai UDS in vivo sur cellules hépatiques de mammifère indique 
une synthèse de réparation de l'ADN après excision et élimination 
d'un fragment d'ADN contenant une région altérée par des subs
tances chimiques ou physiques. L'essai repose généralement sur l'in
corporation de 3 H-TdR dans l'ADN de cellules hépatiques qui 
présentent une faible fréquence de cellules dans la phase S du 
cycle cellulaire. L'incorporation de 3 H-TdR est généralement déter
minée par autoradiographie dans la mesure où cette technique n'est 
pas sensible aux interférences dues aux cellules en phase S comme 
c'est le cas du comptage en scintillation liquide, par exemple. 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

1.4.1. Préparations 

1.4.1.1. Sélection de l'espèce animale 

Le rat est communément utilisé, bien que n'importe quelle espèce de 
mammifère appropriée puisse être employée. Il convient d'utiliser des 
animaux adultes, jeunes et sains issus de souches couramment utili
sées en laboratoire. Au début de l'étude, la différence pondérale des 
animaux doit être minimale et ne pas dépasser ± 20 % du poids 
moyen de chaque sexe. 

1.4.1.2. Conditions d'encagement et régime alimentaire 

Les conditions générales décrites dans l'introduction générale de la 
partie B sont appliquées mais le taux d'humidité devrait se situer aux 
environs de 50-60 %. 

1.4.1.3. Préparation des animaux 

De jeunes adultes sains sont répartis par randomisation entre les 
groupes des animaux témoins et traités. Les cages doivent être dispo
sées de telle manière qu'il n'y ait pas d'effet dû à leur emplacement. 
Ils sont identifiés individuellement. Ils sont gardés dans leur cage 
pendant au moins cinq jours avant le début de l'étude, de façon à les 
acclimater aux conditions du laboratoire. 

1.4.1.4. Substance d'essai/préparation 

Les substances d'essai solides sont préparées par dissolution ou 
suspension dans un véhicule ou un solvant approprié, puis éventuel
lement diluées avant l'administration aux animaux. Les substances 
d'essai liquides peuvent être administrées directement ou après dilu
tion. Il convient d'utiliser des préparations fraîches, sauf si l'on 
dispose de données qui démontrent la stabilité des préparations 
dans les domaines du stockage. 

1.4.2. Conditions expérimentales 

1.4.2.1. Solvant/véhicule 

Le solvant/véhicule choisi ne doit pas avoir d'effet toxique aux doses 
utilisées ni présenter de réaction chimique avec la substance d'essai. 
Le recours à des solvants/véhicules inhabituels doit être justifié par 
des données faisant état de leur compatibilité. On préconise d'envi
sager d'abord l'utilisation d'un solvant/véhicule aqueux, chaque fois 
que cela est possible. 
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1.4.2.2. Témoins 

Des témoins positifs et négatifs (solvant/véhicule) doivent être inclus 
dans chaque partie indépendante de l'expérience. Les animaux des 
groupes témoins sont traités exactement comme ceux des groupes 
traités, mise à part l'administration de la substance d'essai. 

Les témoins positifs doivent être des substances dont on sait qu'elles 
produisent une UDS à des niveaux d'exposition supposés conduire à 
un accroissement détectable par rapport au bruit de fond. Les 
témoins positifs pour lesquels une activation métabolique est néces
saire doivent être utilisés à des doses qui donnent lieu à une réponse 
modérée (4). Les doses peuvent être choisies de façon que les effets 
soient évidents et que l'identité des lames codées ne soit pas révélée 
immédiatement à l'examinateur. Les substances indiquées dans le 
tableau ci-dessous sont des exemples de témoins positifs. 

Moment de prélèvement Substance  CAS N o Einecs 

Précoce (2-4 heures) N-nitrosodiméthylamine 62-75-9 200-249-8 

Tardif (12-16 heures) N-2-fluorénylacétamide (2-AAF) 53-96-3 200-188-6 

D'autres témoins positifs appropriés peuvent être utilisés. Le témoin 
positif doit être administré par une voie différente de celle utilisée 
pour la substance d'essai. 

1.5. MODE OPÉRATOIRE 

1.5.1. Nombre et sexe des animaux 

Il convient d'utiliser un nombre adéquat d'animaux afin de tenir 
compte de variations interindividuelles de la réponse à l'essai. Il 
doit y avoir au moins 3 animaux analysables par groupe. Lorsqu'on 
dispose d'une importante quantité de données historiques, les groupes 
témoins négatifs et positifs peuvent ne comprendre que 1 ou 2 
animaux. 

Si, au moment de l'étude, on dispose de données historiques effec
tuées avec la même espèce et ayant utilisé la même voie d'adminis
tration, qui démontrent l'absence de différence importante de toxicité 
entre sexes, on peut effectuer l'essai avec des animaux d'un seul 
sexe, de préférence des mâles. Si l'exposition humaine est spécifique 
du sexe, par exemple dans le cas de certains produits pharmaceu
tiques, des animaux du sexe approprié doivent être utilisés pour 
l'essai. 

1.5.2. Modalité de traitement 

Les substances d'essai sont généralement administrées en une seule 
fois. 

1.5.3. Niveaux de dose 

Normalement, on utilise au moins deux niveaux de dose. La dose la 
plus élevée est définie comme la dose qui produit des signes de 
toxicité tels qu'ils font supposer que des doses plus fortes, adminis
trées suivant les mêmes modalités, seraient létales. En général, la 
dose la plus faible est comprise entre la moitié et le quart de la 
dose la plus forte. 
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Les substances possédant une activité biologique spécifique à des 
doses faibles et non toxiques (comme les hormones et les mitogènes) 
peuvent faire exception à ces critères d'établissement de doses et 
doivent être évaluées cas par cas. Si une étude préliminaire est 
réalisée afin d'évaluer les niveaux de dose, cette étude doit être 
effectuée dans le même laboratoire en utilisant la même espèce, la 
même souche, des animaux du même sexe et la même modalité de 
traitement que ceux de l'étude principale. 

La dose la plus élevée peut aussi être définie comme étant celle qui 
produit certains indices de toxicité dans le foie (noyaux pyenotiques, 
par exemple). 

1.5.4. Test limite 

Si un essai réalisé avec au moins 2 000 mg/kg de poids corporel, en 
une seule dose ou en deux doses administrées le même jour, n'en
gendre aucun effet toxique observable et si une génotoxicité est 
improbable d'après les données relatives à des substances de struc
ture voisine, on peut considérer qu'une étude complète n'est pas 
nécessaire. Suivant l'importance de l'exposition humaine probable, 
on peut envisager d'utiliser des doses plus fortes dans l'essai de 
dose limite. 

1.5.5. Voies d'administration 

La substance d'essai est généralement administrée par gavage à l'aide 
d'une sonde gastrique ou d'une canule d'intubation adaptée. D'autres 
voies d'exposition sont acceptables lorsqu'elles peuvent être justi
fiées. La voie péritonéale n'est toutefois pas recommandée, étant 
donné qu'elle peut conduire à une exposition directe du foie à la 
substance d'essai plutôt que par l'intermédiaire du système circula
toire. Le volume maximal de liquide administre en une fois par 
gavage ou par injection dépend de la taille de l'animal. Ce volume 
ne devrait pas dépasser 2 ml/100 g de poids corporel. Une justifica
tion doit être fournie si des volumes plus importants sont adminis
trés. Il convient de réduire au minimum la variation du volume 
administré en ajustant la concentration à tous les niveaux de doses, 
sauf pour les produits irritants ou corrosifs dont les effets sont géné
ralement exacerbés lorsqu'on augmente la concentration. 

1.5.6. Préparation des cellules hépatiques 

Les cellules hépatiques des animaux traités sont normalement prépa
rées 12-16 heures après le traitement. Un prélèvement supplémen
taire effectué plus tôt (normalement 2-4 heures après le traitement) 
est en général nécessaire, à moins qu'il y ait une réponse manifes
tement positive après 12-16 heures. Toutefois, d'autres délais de 
prélèvement peuvent être utilisés s'ils sont justifiés sur la base de 
données toxicocinétiques. 

Les cultures à court terme de cellules hépatiques de mammifère sont 
habituellement établies en perfusant le foie in situ avec la collagé
nase et en laissant les cellules fraîchement dissociées se fixer sur une 
surface appropriée. Les cellules hépatiques des témoins négatifs 
doivent présenter une viabilité (5) d'au moins 50 pour cent. 

1.5.7. Détermination de l'UDS 

Les cellules hépatiques de mammifère fraîchement isolées sont géné
ralement incubées dans un milieu contenant du 3 H-TdR pendant une 
durée appropriée (3-8 heures, par exemple). A la fin de la période 
d'incubation, le milieu est enlevé des cellules, qui peuvent ensuite 
être incubées avec un milieu contenant un excès de thymidine non 
marquée, afin de réduire la radioactivité non incorporée (cold chase). 
Les cellules sont ensuite rincées, fixées et séchées. Pour les périodes 
d'incubation plus longues, la cold chase n'est pas absolument néces
saire. Les lames sont plongées dans une émulsion autoradiogra
phique, maintenues dans l'obscurité (réfrigérées pendant 7-14 jours, 
par exemple), développées et colorées. On procède ensuite au 
comptage des grains d'argent. On prépare deux à trois lames pour 
chaque animal. 
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1.5.8. Analyse 

Les préparations sur lame doivent contenir un nombre suffisant de 
cellules de morphologie normale pour qu'une évaluation probante de 
l'UDS soit possible. Les préparations sont examinées au microscope 
en vue de la recherche de signes de cytotoxirité manifeste (pyenose, 
diminution du niveau de marquage radioactif, par exemple). 

Les lames doivent être codées avant le comptage des grains. On 
analyse normalement 100 cellules de chaque animal sur au moins 
deux lames; l'analyse d'un nombre inférieur à 100 cellules/animal 
doit être justifié. Le nombre de grains n'est pas déterminé pour les 
noyaux en phase S, mais la proportion de cellules en phase S peut 
être enregistrée. 

Le niveau d'incorporation de 3 H-TdR dans le noyau et le cytoplasme 
des cellules morphologiquement normales, tel qu'il est mis en 
évidence par le dépôt de grains d'argent, doit être déterminé à 
l'aide de méthodes appropriées. 

Le nombre de grains est déterminé au niveau du noyau (grains 
nucléaires, GN) et des zones du cytoplasme équivalentes au noyau 
(grains cytoplasmiques, GC). Le nombre de GC est déterminé sur la 
base soit de la région du cytoplasme la plus fortement marquée, soit 
de la moyenne de deux ou trois régions proches du noyau choisies 
au hasard. D'autres méthodes de comptage (cellules entières, par 
exemple) peuvent être utilisées si on peut les justifier (6). 

2. RÉSULTATS 

2.1. TRAITEMENT DES RÉSULTATS 

Les données doivent être indiquées individuellement pour chaque 
culture. En outre, toutes les données doivent être résumées sous 
forme de tableaux. Le nombre net de grains (NNG) doit être déter
miné pour chaque cellule, chaque animal, chaque dose et chaque 
temps de prélèvement en soustrayant le nombre de GC du nombre 
de GN. Si des «cellules en réparation» sont comptées, les critères 
pour définir les «cellules en réparation» doivent être justifiés et se 
fonder sur des données historiques ou sur des témoins négatifs 
concomitants. Les résultats numériques peuvent être évalués à 
l'aide de méthodes statistiques. Dans ce cas, il faut choisir et justifier 
les tests statistiques avant la réalisation de l'étude. 

2.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Exemples de critères permettant de conclure à une réponse positive 
ou négative: 

positive i) valeur NNG supérieure à un seuil préétabli 
justifié sur la base des données historiques 
du laboratoire, ou 

ii) valeur NNG significativement supérieure à 
celle du témoin concomitant, 

négative i) valeur NNG inférieure ou égale au seuil des 
contrôles historiques, ou 

ii) valeur NNG non significativement supérieure 
à celle du témoin concomitant. 
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Il convient de prendre en considération la pertinence biologique des 
données (paramètres tels que la variation interindividuelle, la relation 
dose-réponse et la cytotoxicité). L'évaluation des résultats peut s'ap
puyer sur des méthodes statistiques mais la signification statistique 
ne doit pas être le seul facteur décisif pour conclure à une réponse 
positive. 

Bien que la plupart des essais donneront des résultats nettement 
positifs ou négatifs, dans certains cas rares l'ensemble des résultats 
d'un essai n'autorise pas une conclusion catégorique sur l'activité de 
la substance étudiée. Les résultats peuvent rester équivoques ou 
discutables indépendamment du nombre de répétitions de l'essai. 

Un résultat positif à l'essai UDS in vivo sur cellules hépatiques de 
mammifère indique que la substance d'essai induit des altérations de 
l'ADN dans les cellules hépatiques de mammifère in vivo qui 
peuvent être réparées par la synthèse non programmée de l'ADN 
in vitro. Un résultat négatif signifie que, dans les conditions de 
l'essai, la substance d'essai n'induit pas d'altération de l'ADN détec
table par cet essai. 

Le fait que la substance d'essai atteint la circulation générale ou 
spécifiquement le tissu cible (toxicité systémique) devrait être 
discutée. 

3. RAPPORT 

RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

Solvant/véhicule: 

� justification du choix du véhicule, 

� solubilité et stabilité de la substance d'essai dans le solvant/vé
hicule, si elles sont connues. 

Animaux d'expérience: 

� espèce/souche utilisée, 

� nombre, âge et sexe des animaux, 

� source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc., 

� poids individuels des animaux au début de l'essai, y compris 
l'intervalle des poids, la moyenne et l'écart-type dans chaque 
groupe. 

Conditions expérimentales: 

� données relatives aux témoins positifs et négatifs (solvant/véhi
cule), 

� résultats de l'étude de détermination des doses utiles, si elle a été 
réalisée, 

� justification du choix des doses employées, 

� détails concernant la préparation de la substance d'essai, 

� détails concernant l'administration de la substance d'essai, 

� justification du choix de la voie d'administration, 

� méthodes pour vérifier que la substance a atteint ta circulation 
générale ou le tissu cible, le cas échéant, 
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� conversion de la concentration (ppm) de la substance d'essai dans 
l'eau de boisson ou la nourriture en dose réelle (mg/kg de poids 
corporel/jour), s'il y a lieu, 

� détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau, 

� description détaillée des modalités de traitement et de prélève
ment, 

� méthodes de mesure de la toxicité, 

� méthode de préparation et de culture des cellules hépatiques, 

� technique autoradiographique utilisée, 

� nombre de lames préparées et nombre de cellules analysées, 

� critères d'évaluation, 

� critères de décision concernant les résultats positifs, négatifs et 
équivoques. 

Résultats: 

� valeurs moyennes du nombre de grains nucléaires, du nombre de 
grains cytoplasmiques et du nombre net de grains pour chaque 
lame, animal et groupe, 

� relation dose-réponse, si possible, 

� évaluation statistique, le cas échéant, 

� signes de toxicité, 

� données sur les témoins négatifs (solvant/véhicule) et positifs 
concomitants, 

� données sur les témoins négatifs (solvant/véhicule) et positifs 
antérieurs (étendues, moyennes et écarts-types), 

� nombre de «cellules en réparation», s'il a été déterminé, 

� nombre de cellules en phase S, s'il a été déterminé, 

� viabilité des cellules. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 
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B.40. CORROSION CUTANÉE IN VITRO: ESSAI DE RESISTANCE 
ÉLECTRIQUE TRANSCUTANÉE (RET) 

1. MÉTHODE 

Cette méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 430 (2004) 
de l'OCDE. 

1.1. INTRODUCTION 

La corrosion cutanée désigne la survenue de lésions irréversibles de 
la peau après l'application d'un matériel d'essai [selon la définition du 
système général harmonisé de classification et d'étiquetage des 
produits chimiques (SGH)] (1). La présente méthode propose une 
évaluation de la corrosivité qui n'est pas réalisée sur des animaux 
vivants. 

Traditionnellement, l'évaluation de la corrosivité cutanée impliquait 
le recours à des animaux de laboratoire (2). Dans le souci d'éviter les 
douleurs et les souffrances ainsi infligées aux animaux, la méthode 
d'essai B.4 a été révisée afin de permettre la détermination de la 
corrosion cutanée par la mise en #uvre de méthodes de substitution 
in vitro. 

La conduite d'études de pré-validation a néanmoins été une première 
étape dans la définition d'essais de substitution susceptibles d'être 
utilisés pour des essais de corrosivité cutanée menés à des fins 
réglementaires (3). Par la suite, une étude formelle de validation 
des méthodes in vitro d'évaluation de la corrosion cutanée (4) (5) 
a été conduite (6) (7) (8). Sur la base des résultats de ces études et 
d'autres publications, il est maintenant recommandé d'évaluer la 
corrosivité cutanée in vivo à l'aide des essais suivants (9) (10) 
(11): l'essai utilisant un modèle de peau humaine (voir méthode 
d'essai B.40 bis) et l'essai de résistance électrique transcutanée (la 
présente méthode). 

Selon une étude de validation et d'autres études publiées, l'essai de 
résistance électrique transcutanée (RET) sur peau de rat (12) (13) 
permet de faire la distinction de manière fiable entre substances 
corrosives et non corrosives pour la peau (5) (9). 

L'essai décrit dans cette méthode permet d'identifier les substances et 
mélanges chimiques corrosifs. Appuyé par d'autres éléments de 
détermination fondés sur d'autres informations existantes (pH, rela
tions structure-activité, données humaines et/ou animales, par exem
ple), il permet également d'identifier les substances et mélanges non 
corrosifs (1) (2) (11) (14). En revanche, il ne fournit pas d'informa
tion sur l'irritation cutanée, et contrairement au système général 
harmonisé de classification (SGH) (1), il ne permet pas non plus 
la sous-catégorisation des substances corrosives. 

Pour une évaluation complète des effets cutanés locaux après une 
exposition unique, il est recommandé de suivre la démarche expéri
mentale séquentielle présentée en supplément à la méthode d'essai 
B.4(2) et proposée dans le système général harmonisé (1). Cette 
démarche expérimentale prévoit la conduite d'essais in vitro de corro
sion cutanée (tel que celui décrit dans la présente méthode) et d'ir
ritation cutanées avant d'envisager des essais sur des animaux 
vivants. 
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1.2. DÉFINITIONS 

Corrosion cutanée in vivo: survenue de lésions irréversibles de la 
peau. En l'occurrence, il s'agit de nécrose visible, à travers l'épiderme 
et jusque dans le derme, suite à l'application d'une substance d'essai 
pendant une durée allant jusqu'à quatre heures. Les réactions corro
sives se traduisent généralement par des ulcères, des saignements, 
des croûtes sanguinolentes et, à la fin de la période d'observation, 
soit à 14 jours, par une décoloration due au blanchissement de la 
peau, des zones complètes d'alopécie, et des cicatrices. Un examen 
histopathologique peut être envisagé pour évaluer les lésions 
douteuses. 

Résistance électrique transcutanée (RET): mesure de l'impédance 
électrique de la peau, exprimée par une valeur de résistance en kilo- 
Ohms. Il s'agit d'une méthode simple et fiable permettant d'évaluer la 
fonction de barrière de la peau, par l'enregistrement du passage des 
ions à travers la peau à l'aide d'un pont de mesure de Wheatstone. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Tableau 1 

Substances chimiques de référence 

Nom N o EINECS N o CAS 

Diamino-1,2 propane 201-155-9 78-90-0 Gravement corrosif 

Acide acrylique 201-177-9 79-10-7 Gravement corrosif 

O-tert. Butylphénol 201-807-2 88-18-6 Corrosif 

Hydroxyde de potassium (10 %) 215-181-3 1310-58-3 Corrosif 

Acide sulfurique (10 %) 231-639-5 7664-93-9 Corrosif 

Acide octanoïque (acide capry
lique) 

204-677-5 124-07-02 Corrosif 

4-amino-1,2,4-triazole 209-533-5 584-13-4 Non corrosif 

Eugenol 202-589-1 97-53-0 Non corrosif 

Bromure de phénétyle 203-130-8 103-63-9 Non corrosif 

Perchloroéthylène 204-825-9 27-18-4 Non corrosif 

Acide isostéarique 250-178-0 30399-84-9 Non corrosif 

4-(méthylthio)-benzaldéhyde 222-365-7 3446-89-7 Non corrosif 

La plupart des substances chimiques données ici proviennent de la 
liste des substances chimiques sélectionnées par le CEVMA dans son 
étude de validation internationale (4). Les choix du CEVMA sont 
fondés sur les critères suivants: 

i) nombre égal de substances corrosives et non corrosives; 
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ii) substances disponibles dans le commerce et couvrant la plupart 
des classes chimiques pertinentes; 

iii) insertion de substances extrêmement corrosives et moins corro
sives, de façon à permettre une distinction basée sur le pouvoir 
de corrosion; 

iv) substances chimiques manipulables en laboratoire sans présenter 
d'autres risques majeurs que la corrosivité. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Le matériel d'essai est appliqué pour une durée n'excédant pas 24 
heures sur la surface épidermique de disques de peau, placés dans un 
système d'essai à deux compartiments pour lequel les disques de 
peau font office de séparation entre les compartiments. Ces disques 
cutanés sont prélevés sur la peau de jeunes rats âgés de 28 à 30 jours 
et humainement euthanasiés. Les matières corrosives sont identifiées 
sur la base de leur capacité à provoquer la perte de l'intégrité du 
stratum corneum normal et de la fonction de barrière, cette perte 
étant mesurée comme une diminution de la RET en deçà d'une 
valeur seuil (12). Dans le cas des rats, une valeur de seuil de la 
RET de 5 k . a été retenue, sur la base de nombreuses données 
relatives à un large éventail de substances chimiques, desquelles il 
ressortait que l'immense majorité des valeurs étaient soit très supé
rieures (souvent > 10 k ), soit très inférieures (souvent < 3 k ,) à 
cette valeur de seuil (12). De manière générale, les matériels non 
corrosifs sur les animaux, mais irritants ou non irritants, ne font pas 
baisser la RET en dessous de ce seuil. Par ailleurs, l'utilisation 
d'autres préparations de peau ou d'autres équipements est susceptible 
de modifier la valeur de seuil, ce qui impose de procéder à une 
validation supplémentaire. 

Une étape de fixation d'un colorant est incorporée dans la procédure 
d'essai pour confirmer les résultats positifs de la RET présentant des 
valeurs autour de 5 k . Cette étape de fixation d'un colorant déter
mine en effet si l'accroissement de la perméabilité ionique est impu
table à la destruction physique du stratum corneum. Dans la pratique, 
la méthode de l'essai RET sur peau de rat prédit très bien la corro
sivité in vivo chez le lapin évaluée par la méthode d'essai B.4 (2). A 
cet égard, il convient de noter que l'essai in vivo sur des lapins est 
extrêmement prudent concernant la corrosivité et l'irritation cutanées 
par rapport à l'essai sur modèle de peau humaine (15). 

1.5. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.5.1. Animaux 

Les rats sont l'espèce la mieux adaptée pour cet essai dans la mesure 
où la sensibilité de leur peau aux substances chimiques employées a 
déjà été démontrée (10). L'âge (au moment du prélèvement de la 
peau) et la souche utilisée sont des critères déterminants, puisqu'il est 
essentiel que les follicules pileux soient en phase dormante avant le 
début de la pousse de la fourrure adulte. 
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Les poils du dos et des flancs des jeunes rats (Wistar ou souche 
comparable) mâles ou femelles, âgés approximativement de 22 
jours, sont soigneusement coupés à l'aide d'une petite tondeuse. 
Les animaux sont ensuite nettoyés soigneusement avec un linge 
humide, la zone tondue étant plongée dans une solution antibio
tique (contenant, par exemple, de la streptomycine, de la pénicil
line, du chloramphénicol et de l'amphotéricine à des concentrations 
efficaces pour inhiber la croissance bactérienne). Les animaux sont 
lavés une nouvelle fois avec des antibiotiques le troisième ou le 
quatrième jours après le premier lavage, et doivent ensuite être 
utilisés dans un délai de 3 jours, lorsque le stratum corneum a 
récupéré de la tonte. 

1.5.2. Préparation des disques cutanés 

Les animaux, âgés de 28 à 30 jours (cet âge est particulièrement 
important) sont euthanasiés de façon humaine. On prélève la peau 
dorso-latérale de chaque animal et on la débarrasse soigneusement 
du tissu adipeux en excès. Des disques cutanés, d'un diamètre 
approximatif de 20 mm chacun sont prélevés. La peau peut être 
stockée avant d'utiliser les disques lorsqu'il est établi que les 
données de contrôle positives et négatives sont équivalentes à 
celles obtenues avec de la peau fraîche. 

Chaque disque cutané est placé sur l'extrémité d'un tube PTFE (poly
tétrafluoroéthylène) en veillant à ce que la surface épidermique soit 
en contact avec le tube. Après avoir ajusté de force un joint torique 
en caoutchouc sur l'extrémité du tube pour maintenir la peau en 
place, on coupe le tissu excédentaire. Les dimensions du tube et 
du joint torique sont indiquées à la Figure 2. Le joint torique en 
caoutchouc est ensuite soigneusement fixé à l'extrémité du tube 
PTFE de manière étanche à l'aide de vaseline. Le tube est introduit 
dans une chambre réceptrice contenant une solution de sulfate de 
magnésium (154 mM) dans lequel il est maintenu par une pince à 
ressort (Figure 1). Le disque cutané doit être complètement immergé 
dans la solution de sulfate de magnésium (MgSO4). Entre 10 et 15 
disques cutanés peuvent être prélevés de la peau d'un rat. 

Avant le début de l'essai, on mesure, pour chaque peau de rat, la 
résistance électrique de deux disques cutanés, à titre de contrôle de la 
qualité. Pour que les autres disques d'une même peau soit valables 
pour l'essai, il faut que les deux disques donnent des valeurs de 
résistance supérieures à 10 k . Si la résistance est inférieure à 10 
k , les disques restants provenant de la même peau doivent être 
éliminés. 

1.5.3. Application des substances d'essai et de contrôle 

Pour chaque étude, des substances de contrôle positif et négatif 
doivent être utilisées parallèlement à la substance d'essai, de façon 
à garantir la qualité des résultats du modèle expérimental. Dans ce 
contexte, les disques cutanés employés doivent provenir d'un même 
animal. Les substances de contrôle positif et négatif recommandées 
sont respectivement l'acide hydrochlorique 10 M et l'eau distillée. 

Les substances d'essai liquides (150 l) sont appliquées sur la surface 
épidermique à l'intérieur du tube. Pour l'essai de substances solides, 
une quantité suffisante du solide est appliquée uniformément sur le 
disque de peau, de façon à ce que la totalité de la surface de l'épi
derme soit couverte. Après avoir ajouté de l'eau désionisée (150 l) 
sur les solides, on agite le tube doucement. Afin d'optimiser le 
contact avec la peau, certains solides doivent être chauffés à 30 o C 
pour dissoudre la substance d'essai ou être broyés pour obtenir des 
grains ou une poudre. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 568



 

On utilise trois disques cutanés pour chaque substance d'essai. Ces 
substances sont appliquées pendant 24 heures à une température de 
20 à 23 o C, puis éliminées complètement par lavage sous l'eau du 
robinet à 30 o C maximum. 

1.5.4. Mesures de la RET 

L'impédance de la peau, c'est-à-dire la RET, est mesurée à l'aide d'un 
pont de mesure de Wheatstone en courant alternatif basse tension 
(13), présentant les caractéristiques suivantes: tension de 1 à 3 Volts, 
courant alternatif de forme sinusoïdale ou rectangulaire compris entre 
50 et 1000 Hz, et une plage de mesure au moins comprise entre 0,1 
et 30 k  Le pont de mesure utilisé dans l'étude de validation permet
tait de mesurer l'inductance, la capacitance et la résistance jusqu'à 
des valeurs de 2 000 H, 2 000 F et 2 M respectivement, à des 
fréquences de 100 Hz ou 1 kHz, en utilisant des valeurs en parallèle 
ou en série. Pour les besoins de l'essai RET de corrosivité, les 
mesures sont enregistrées en résistance, à une fréquence de 
100 Hz et à l'aide de valeurs en série. Avant la mesure de la résis
tance électrique, on réduit la tension de surface de la peau en ajou
tant un volume suffisant d'éthanol à 70 % pour couvrir l'épiderme. 
Après quelques secondes, on enlève l'éthanol du tube, puis on 
hydrate le tissu par l'addition de 3 ml d'une solution de sulfate de 
magnésium (154 mM). Les électrodes du pont de mesure sont 
placées de part et d'autre du disque cutané pour prendre la mesure 
de la résistance en k /disque cutané (Figure 1). Les dimensions des 
électrodes et la longueur d'électrode en dessous des pinces crocodiles 
sont indiquées dans la Figure 2. La pince maintenant l'électrode 
intérieure repose sur la partie supérieure du tube PTFE pendant la 
mesure de la résistance, afin que la longueur d'électrode immergée 
dans la solution de sulfate de magnésium reste constante. L'électrode 
extérieure est introduite dans le compartiment receveur de telle 
manière qu'elle repose sur le fond de celui-ci. La distance entre la 
pince à ressort et la partie inférieure du tube PTFE est maintenue 
constante (Figure 2), cette distance influençant la valeur de résistance 
obtenue. Par conséquent, la distance entre l'électrode intérieure et le 
disque cutané doit être constante et minimale (1 à 2 mm). 

Il convient de noter que si la valeur de résistance mesurée est supé
rieure à 20 k , ceci peut être dû au fait que des restes de la subs
tance d'essai couvrent la surface épidermique du disque de peau. On 
peut essayer de retirer davantage de substance d'essai, par exemple 
en fermant de façon étanche le tube PTFE avec le pouce revêtu d'un 
gant et en l'agitant pendant 10 secondes environ. On élimine ensuite 
la solution de sulfate de magnésium et on répète la mesure de la 
résistance avec une nouvelle solution de sulfate de magnésium. 

Les caractéristiques et dimensions de l'appareil d'essai et de la procé
dure expérimentale peuvent avoir une incidence sur les valeurs de 
RET obtenues. Le seuil de corrosivité de 5 k . a été défini sur la 
base des données obtenues à partir de l'appareil et de la procédure 
spécifiques décrits dans cette méthode. Avec un autre équipement ou 
dans des conditions d'essai différentes, les valeurs de seuil et de 
contrôle peuvent être différentes. Par conséquent, il est nécessaire 
d'étalonner la méthodologie et la valeur de seuil de résistance en 
testant différentes substances de référence étalons, choisies parmi 
celles utilisées dans l'étude de validation (4) (5), ou dans des 
classes chimiques équivalentes à celles des substances étudiées. Le 
Tableau 1 présente un ensemble de substances de référence qui 
conviennent. 
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1.5.5. Méthodes avec fixation d'un colorant 

L'exposition à certains matériels non corrosifs peut entraîner une 
réduction de la résistance sous la valeur de seuil de 5 k , permet
tant ainsi le passage d'ions à travers le stratum corneum, ce qui 
réduit ainsi la résistance électrique (5). Par exemple, les substances 
organiques neutres et les substances tensio-actives (détergents, 
émulsifiants et autres agents de surface) peuvent évacuer les 
lipides de la peau et accroître la perméabilité aux ions de la 
barrière cutanée. Par conséquent, si les valeurs de RET des subs
tances d'essai sont inférieures à, ou proches de, 5 k , en l'absence 
de toute lésion visible, une étude de pénétration d'un colorant doit 
être menée sur les tissus traités et de contrôle, afin de déterminer 
si ces valeurs de RET résultent d'une perméabilité accrue ou d'une 
corrosion de la peau (3) (5). S'il s'agit d'une corrosion, autrement 
dit si le stratum corneum est rompu, le colorant sulforhodamine B 
appliqué à la surface de la peau pénètre rapidement et teinte les 
tissus sous-jacents. Ce colorant reste stable au contact d'un large 
éventail de substances chimiques et n'est pas affecté par la procé
dure d'extraction décrite ci-après. 

1.5.5.1. Application et élimination du colorant Sulforhodamine B 

Après l'essai de RET, le sulfate de magnésium est évacué du tube et 
la peau est soigneusement examinée. Si aucune lésion majeure n'est 
visible, 150 l d'une dilution à 10 pour cent (p/v) de sulforhodamine 
B (Acid Red 52; CI. 45100; numéro EINECS 222-529-8; numéro 
CAS 3520-42-1) dans de l'eau distillée sont appliqués sur la surface 
épidermique de chaque disque cutané pendant 2 heures. Les disques 
cutanés sont lavés ensuite sous un jet d'eau courante à la température 
ambiante pendant environ 10 secondes pour éliminer le colorant 
excédentaire ou non fixé. Chaque disque cutané est soigneusement 
enlevé du tube PTFE et placé dans un flacon (par exemple un flacon 
à scintillation en verre de 20 ml) contenant de l'eau désionisée 
(8 ml). Les flacons sont agités doucement pendant 5 minutes pour 
éliminer complètement tout colorant excédentaire ou non fixé. Après 
avoir répété l'opération de rinçage, on enlève les disques cutané et on 
les place dans des flacons contenant 5 ml de dodécylsulfate de 
sodium (SDS) à 30 pour cent (p/v) dans de l'eau distillée, puis on 
les incube pendant une nuit à 60 o C. 

Après incubation, chaque disque de peau est enlevé et jeté et la 
solution restante est centrifugée pendant 8 minutes à 21 o C (force 
centrifuge relative ~175 x g). Un échantillon de 1 ml de surnageant 
est ensuite dilué dans un rapport de 1 à 5 (v/v) [soit 1 ml + 4 ml] 
avec du SDS à 30 pour cent (p/v) dans de l'eau distillée. La densité 
optique (DO) de la solution est mesurée à environ 565 nm. 

1.5.5.2. Calcul de la teneur en colorant 

La teneur de chaque disque en colorant sulforhodamine B est 
calculée sur la base des valeurs de DO (5) (coefficient d'extinction 
molaire de la sulforhodamine B à 565 nm = 8,7 × 104; poids 
moléculaire = 580). La teneur en sulforhodamine B est déterminée 
pour chaque disque de peau à l'aide d'une courbe étalon appropriée 
et on calcule ensuite une teneur moyenne en colorant pour les essais 
répétés. 

2. RÉSULTATS 

Les valeurs de résistance (k ) et de teneur moyenne en colorant 
( g/disque), le cas échéant, pour le matériel d'essai et pour les 
contrôles positifs et négatifs doivent être présentées sous forme de 
tableau (données individuelles et moyennes ± écart-type), y compris 
les données des essais répétés/répliqués, les valeurs moyennes et 
individuelles. 
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2. INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Les valeurs moyennes de la RET sont acceptées à condition que les 
valeurs des contrôles positifs et négatifs effectués parallèlement se 
situent dans les fourchettes acceptables pour la méthode en labora
toire d'essai. Les fourchettes acceptables de valeur de résistance pour 
la méthodologie et l'appareillage décrits ci-avant sont les suivantes: 

Contrôle Substance 
Plage de résis

tance (k ) 

Positif Acide hydrochlorique 10 M 0,5 " 1,0 

Négatif Eau distillée 10 " 25 

Les valeurs moyennes de la fixation du colorant sont acceptées à 
condition que les valeurs des contrôles effectués parallèlement se 
situent dans la fourchette acceptable pour la méthode. Les four
chettes acceptables de teneur en colorant pour les substances de 
contrôle proposées pour la méthodologie et l'appareillage décrits 
ci-avant sont les suivantes: 

Contrôle Substance 
Plage de teneur 
en colorant ( g/ 

disque) 

Positif Acide hydrochlorique 10 M 40 " 100 

Négatif Eau distillée 15 " 35 

On considère que la substance d'essai est non corrosive pour la peau: 

i) si la valeur moyenne de la RET pour la substance d'essai est 
supérieure à 5 k , ou 

ii) si la valeur moyenne de la RET est inférieure ou égale à 5 k , et 

� que le disque cutané ne présente aucune lésion visible, et 

� que la teneur moyenne en colorant du disque est bien infé
rieure à la teneur moyenne en colorant du disque de contrôle 
positif (acide hydrochlorique 10 M) obtenue parallèlement. 

On considère que la substance d'essai est corrosive pour la peau: 

i) si la valeur moyenne de la RET est inférieure ou égale à 5 k  et 
si le disque cutané est visiblement lésé, ou 

ii) si la valeur moyenne de la RET est inférieure ou égale à 5 k , et 

� que le disque cutané ne présente aucune lésion visible, et 

� que la teneur moyenne en colorant du disque est bien infé
rieure à la teneur moyenne en colorant du disque de contrôle 
positif (acide hydrochlorique 10 M) obtenue parallèlement. 
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3. RAPPORT 

3.1. RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir au moins les informations suivantes: 

Substances d'essai et de contrôle: 

� nom(s) chimique(s), tels que le nom IUPAC ou CAS, et le cas 
échéant le numéro CAS; 

� pureté et composition de la substance ou de la préparation [en 
pourcentage(s) en poids] et état physique; 

� propriétés physico-chimiques (telles que l'état physique, le pH, la 
stabilité, l'hydrosolubilité) utiles pour la conduite de l'étude; 

� le cas échéant, traitement des substances d'essai et de contrôle 
avant l'essai (par exemple, chauffage, réduction en poudre); 

� stabilité (si connue) 

Animaux d'essai: 

� souche et sexe 

� âge au moment du prélèvement de peau 

� source, conditions d'hébergement, alimentation, etc. 

� détails de la préparation de la peau 

Conditions d'essai: 

� courbes d'étalonnage de l'appareil d'essai; 

� courbes d'étalonnage des performances de l'essai de fixation d'un 
colorant; 

� détails de la procédure d'essai utilisée pour les mesures de la 
RET; 

� détails de la procédure d'essai utilisée pour l'évaluation de la 
fixation d'un colorant, le cas échéant; 

� description de toute modification de la procédure d'essai descrip
tion des critères d'évaluation utilisés. 

Résultats: 

� présentation sous forme de tableau des valeurs de RET et des 
résultats de l'essai de fixation d'un colorant (le cas échéant), pour 
chaque animal et chaque échantillon de peau 

� description de tous les effets observés 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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Figure 1 

Appareil pour l'essai de RET sur peau de rat 
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Figure 2 

Dimensions du tube PFTE (polytétrafluoroéthylène), des tubes receveurs et des 
électrodes utilisés 
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Facteurs importants pour l'appareil ci-dessus: 

� diamètre intérieur du tube PTFE, 

� longueur des électrodes par rapport au tube PTFE et au tube 
receveur: le disque cutané ne doit pas être en contact avec les 
électrodes, et une longueur standard d'électrode doit être en 
contact avec la solution de sulfate de magnésium, 

� quantité de solution de sulfate de magnésium dans le tube rece
veur: la profondeur de liquide, par rapport au niveau dans le tube 
PFTE, doit être telle qu'indiquée dans la figure 1, 

� fixation du disque cutané sur le tube PFTE: la résistance élec
trique doit être véritablement une mesure des propriétés de la 
peau. 
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B.40 bis. CORROSION CUTANÉE IN VITRO: ESSAI SUR MODÈLE 
DE PEAU HUMAINE 

1. MÉTHODE 

Cette méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 431 (2004) 
de l'OCDE. 

1.1. INTRODUCTION 

La corrosion cutanée désigne la survenue de lésions irréversibles de 
la peau après application d'un matériel d'essai [selon la définition du 
système général harmonisé de classification et d'étiquetage des 
produits chimiques (SGH)] (1). La présente méthode d'essai ne 
nécessite pas l'utilisation d'animaux vivants ou de tissus animaux 
pour l'évaluation la corrosivité cutanée. 

Traditionnellement, l'évaluation de la corrosivité cutanée impliquait 
le recours à des animaux de laboratoire (2). Dans le souci d'éviter les 
douleurs et les souffrances ainsi infligées aux animaux, la méthode 
d'essai B.4 a été révisée afin de permettre la détermination de la 
corrosion cutanée par la mise en #uvre de méthodes de substitution 
in vitro. 

La conduite d'études de pré-validation a néanmoins été une 
première étape dans la définition d'essais de substitution suscepti
bles d'être utilisés pour des essais de corrosivité cutanée menés à 
des fins réglementaires (3). Par la suite, une étude formelle de 
validation des méthodes in vitro d'évaluation de la corrosion 
cutanée (4)(5) a été conduite (6) (7) (8). Sur la base des résultats 
de ces études et d'autres publications (9), il est maintenant recom
mandé d'évaluer la corrosivité cutanée in vivo à l'aide des essais 
suivants (10) (11) (12) (13): l'essai sur modèle de peau humaine 
(la présente méthode) et l'essai de résistance électrique transcutanée 
(voir méthode d'essai B.40). 

Selon les études de validation, les essais sur modèles de peau 
humaine (3)(4)(5)(9) permettent de faire la distinction de manière 
fiable entre substances corrosives et non corrosives pour la peau. 
Le protocole d'essai peut aussi fournir des indications permettant 
de distinguer les substances extrêmement corrosives pour la peau 
de celles qui le sont moins. 

L'essai décrit dans cette méthode permet d'identifier les substances et 
mélanges chimiques corrosifs. Appuyé par d'autres éléments de 
détermination fondés sur d'autres informations existantes (pH, rela
tions structure-activité, données humaines et/ou animales, par exem
ple), il permet également d'identifier les substances et mélanges non 
corrosifs (1) (2) (13) (14). En revanche, il ne fournit pas d'informa
tion sur l'irritation cutanée, et contrairement au système général 
harmonisé de classification (SGH) (1), il ne permet pas non plus 
la sous-catégorisation des substances corrosives. 

Pour une évaluation complète des effets cutanés locaux après une 
exposition unique, il est recommandé de suivre la démarche expéri
mentale séquentielle présentée en supplément à la méthode d'essai 
B.4 (2) et proposée dans le système général harmonisé (SGH) (1). 
Cette démarche expérimentale prévoit la conduite d'essais in vitro de 
corrosion cutanée (tel que celui décrit dans la présente méthode) et 
d'irritation cutanées avant d'envisager des essais sur des animaux 
vivants. 
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1.2. DÉFINITIONS 

Corrosion cutanée in vivo: survenue de lésions irréversibles de la 
peau. En l'occurrence, il s'agit de nécrose visible, à travers l'épiderme 
et jusque dans le derme, suite à l'application d'une substance d'essai 
pendant une durée allant jusqu'à quatre heures. Les réactions corro
sives se traduisent généralement par des ulcères, des saignements, 
des croûtes sanguinolentes et, à la fin de la période d'observation, 
soit à 14 jours, par une décoloration due au blanchissement de la 
peau, des zones complètes d'alopécie, et des cicatrices. Un examen 
histopathologique peut être envisagé pour évaluer les lésions 
douteuses. 

Viabilité cellulaire: le paramètre mesurant l'activité totale d'une 
population cellulaire (par exemple, capacité des déshydrogénases 
mitochondriales cellulaires à réduire le colorant vital MTT), qui, 
selon l'effet mesuré et le protocole utilisé pour l'essai, est en corré
lation avec le nombre total et/ou la vitalité des cellules. 

1.3. SUBSTANCES DE RÉFÉRENCE 

Tableau 1 

Substances chimiques de référence 

Nom N o EINECS N o CAS 

Diamino-1,2 propane 201-155-9 78-90-0 Gravement corrosif 

Acide acrylique 201-177-9 79-10-7 Gravement corrosif 

O-tert. butylphénol 201-807-2 88-18-6 Corrosif 

Hydroxyde de potassium (10 %) 215-181-3 1310-58-3 Corrosif 

Acide sulfurique (10 %) 231-639-5 7664-93-9 Corrosif 

Acide octanoïque (acide capry
lique) 

204-677-5 124-07-02 Corrosif 

4-amino-1,2,4-triazole 209-533-5 584-13-4 Non corrosif 

Eugenol 202-589-1 97-53-0 Non corrosif 

Bromure de phénétyle 203-130-8 103-63-9 Non corrosif 

Perchloroéthylène 204-825-9 27-18-4 Non corrosif 

Acide isostéarique 250-178-0 30399-84-9 Non corrosif 

4-(méthylthio)-benzaldéhyde 222-365-7 3446-89-7 Non corrosif 

La plupart des substances chimiques données ici proviennent de la 
liste des substances chimiques sélectionnées par le CEVMA dans son 
étude de validation internationale (4). Les choix du CEVMA sont 
fondés sur les critères suivants: 

(i) nombre égal de substances corrosives et non corrosives; 

(ii) substances disponibles dans le commerce et couvrant la plupart 
des classes chimiques pertinentes; 

(iii) insertion de substances extrêmement corrosives et moins corro
sives, de façon à permettre une distinction sur la base du 
pouvoir de corrosion; 
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(iv) substances chimiques manipulables en laboratoire sans présenter 
d'autres risques majeurs que la corrosivité. 

1.4. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance d'essai est généralement appliquée sur un modèle tridi
mensionnel de peau humaine, comprenant au moins un épiderme 
reconstitué avec un stratum corneum fonctionnel. Les matières corro
sives sont identifiées sur la base de leur aptitude à réduire la viabilité 
cellulaire [déterminée, par exemple, à l'aide de l'essai de réduction du 
MTT (15)] en dessous de valeurs seuils définies pour des périodes 
d'exposition déterminées. Le principe de l'essai sur modèle de peau 
humaine s'appuie sur l'hypothèse selon laquelle les substances 
chimiques corrosives sont capables de pénétrer dans le stratum 
corneum par diffusion ou érosion, et sont suffisamment cytotoxiques 
pour les couches cellulaires sous-jacentes. 

1.4.1. Procédure 

1.4.1.1. Modèles de peau humaine 

Les modèles de peau humaine peuvent être constitués pour l'étude, 
obtenus dans le commerce (par exemple, les modèles EpiDerm^ et 
EPISKIN^) (16) (17) (18) (19), ou encore mis au point et constitués 
dans le laboratoire d'essai (20) (21). Il est entendu que l'utilisation de 
la peau humaine est soumise à des conditions et considérations 
d'éthique admises d'ordre national et international. Tout nouveau 
modèle doit être validé (au moins dans la mesure indiquée au 
point 1.4.1.1.2). Les modèles de peau humaine utilisés pour cet 
essai doivent répondre aux conditions et critères suivants: 

1.4.1.1.1 C o n d i t i o n s g é n é r a l e s a p p l i c a b l e s a u m o d è l e : 

L'épithélium doit être constitué à partir de kératinocytes humains. Le 
modèle doit avoir un stratum corneum fonctionnel avec plusieurs 
couches sous-jacente de cellules épithéliales vivantes, et comporter 
le cas échéant une couche stromale. Le stratum corneum doit 
comporter plusieurs couches, avec un profil lipidique suffisant pour 
assurer une fonction de barrière offrant une résistance à la pénétra
tion rapide des marqueurs cytotoxiques. Par ailleurs, il est essentiel 
que le modèle présente des propriétés d'isolement afin que la subs
tance d'essai ne puisse pas contourner le stratum corneum pour 
pénétrer dans les tissus vivants. En effet, une telle possibilité de 
contournement diminue la qualité de la modélisation de l'exposition 
de la peau. Enfin, le modèle de peau ne doit présenter aucune forme 
de contamination bactérienne (y compris par le mycoplasme) ou 
mycosique. 

1.4.1.1.2 C o n d i t i o n s a p p l i c a b l e s a u m o d è l e f o n c t i o n n e l : 

L'amplitude de la viabilité cellulaire est généralement mesurée par le 
niveau MTT, ou autres colorants vitaux métaboliquement transfor
més. Dans ces cas, la densité optique (DO) du colorant (solubilisé) 
extrait du tissu de contrôle négatif doit être au moins 20 fois supé
rieure à la DO du solvant d'extraction seul [pour une présentation, 
voir la référence (22)]. Le tissu de contrôle négatif doit être stable en 
culture (c'est-à-dire qu'il doit présenter des mesures de viabilité 
comparables) pendant la durée de la période d'exposition. Le 
stratum corneum doit être suffisamment solide pour résister à la 
pénétration rapide de certains produits chimiques marqueurs cyto
toxiques (par exemple, Triton X-100 à 1 %). Cette propriété peut 
être évaluée en fonction du temps d'exposition nécessaire pour 
réduire de moitié la viabilité cellulaire (TE 50 ) (par exemple, pour 
les modèles EpiDerm^ et EPISKIN^, cette période est > 2 heures). 
Par ailleurs, le tissu doit pouvoir être reproduit dans le temps et, de 
préférence, par différents laboratoires. Enfin, utilisé dans le protocole 
d'essai choisi, il doit permettre de prévoir le potentiel corrosif des 
substance chimiques de référence (voir le Tableau 1). 
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1.4.1.2. Application des substances d'essai et de contrôle 

Deux tissus (répliques) sont utilisées pour chaque traitement (c'est-à- 
dire chaque durée d'exposition), y compris les contrôles. Pour les 
substances liquides, il faut appliquer une quantité suffisante de subs
tance d'essai pour couvrir uniformément la surface cutanée (25 

l/cm 2 au minimum). Pour les substances solides, il faut appliquer 
une quantité suffisante de substance d'essai pour couvrir régulière
ment la peau et ensuite l'humidifier avec de l'eau désionisée ou 
distillée pour assurer un bon contact avec la peau; si nécessaire, 
les substances solides doivent être réduites en poudre avant leur 
application. La méthode d'application doit convenir à la substance 
chimique mise à l'essai (5). À la fin de la période d'exposition, la 
surface cutanée doit être nettoyée avec soin afin d'éliminer la subs
tance d'essai à l'aide d'une une solution tampon appropriée ou de 
NaCl à 0,9 pour cent. 

Pour chaque étude, des contrôles positifs et négatifs doivent être 
utilisés parallèlement à la substance d'essai, de façon à garantir la 
qualité des résultats du modèle expérimental. Pour cet essai, les 
substances suggérées pour les contrôles positifs sont l'acide acétique 
glacial ou l'hydroxyde de potassium 8 N, et pour les contrôles néga
tifs, l'eau ou une solution NaCl à 0,9 pour cent. 

1.4.1.3. Mesures de la viabilité cellulaire 

Seules les méthodes quantitatives, validées peuvent être utilisées 
pour mesurer la viabilité cellulaire. En outre, la mesure de la viabilité 
doit être compatible avec une application sur un tissu tridimension
nel. La fixation de colorant non spécifique ne doit pas interférer avec 
la mesure de la viabilité. Par conséquent, les colorants dont la fixa
tion utilise une protéine et ceux qui ne passent pas par une conver
sion métabolique (par exemple, le rouge neutre) sont à proscrire. 
L'essai le plus fréquemment employé est l'essai de réduction du 
MTT [Bromure de 3-(4,5-diméthylthiazole-2-yl)-2,5-diphényltétrazo
lium, bleu de thiazole; numéro EINECS: 206-069-5, numéro CAS 
298-93-1)], qui donne des résultats précis et reproductibles (5), mais 
d'autres peuvent aussi être utilisés. L'échantillon de peau est placé 
dans une solution MTT à la concentration appropriée (par exemple, 
0,3 - 1 mg/ml) à la température d'incubation voulue et pour une 
durée de 3 heures. Le précipité bleu de formazan est ensuite 
extrait à l'aide d'un solvant (isopropanol), puis on mesure la concen
tration du formazan en déterminant sa DO à une longueur d'onde 
comprise entre 540 et 595 nm. 

L'action chimique de la substance d'essai sur le colorant vital est 
susceptible d'imiter celle du métabolisme cellulaire et, partant, de 
conduire à estimation erronée de la viabilité. Il a été montré que 
cela survient lorsque la substance d'essai n'est pas complètement 
éliminée par rinçage (9). Si la substance d'essai agit directement 
sur colorant vital, des contrôles supplémentaires doivent être prati
qués pour détecter et corriger les interférences de la substance avec 
la mesure de viabilité (9) (23). 

2. RÉSULTATS 

Pour chaque tissu, les valeurs de DO et les pourcentages calculés de 
viabilité cellulaire obtenus pour chaque substance d'essai, ainsi que 
pour les contrôles positifs et négatifs, sont présentés sous forme de 
tableau, y compris les données des essais répétés, le cas échéant les 
valeurs moyennes et individuelles. 
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2.1. INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

La valeur de la DO du contrôle négatif représente une viabilité 
cellulaire arbitrairement fixée à 100 pour cent. Par conséquent, les 
valeurs de la DO obtenues pour chaque échantillon d'essai peuvent 
être utilisées pour calculer un pourcentage de viabilité par rapport au 
contrôle négatif. La valeur seuil du pourcentage de viabilité cellulaire 
qui établit la distinction entre les matières corrosives et les matières 
non corrosives (ou entre différentes classes de substances corrosives), 
ou encore la ou les procédures statistiques utilisées pour évaluer les 
résultats et identifier les substances corrosives, doivent être claire
ment définies et documentées. De même, il doit être démontré 
qu'elles sont appropriées. De manière générale, ces valeurs de seuil 
sont établies au cours de la phase d'optimisation de l'essai, testées 
dans une phase de pré-validation, puis confirmées ensuite dans une 
étude de validation. A titre d'exemple, l'évaluation de la corrosivité 
associée au modèle EpiDerm^ est la suivante (9): 

La substance d'essai est considérée comme étant corrosive pour la 
peau: 

(i) si la viabilité après 3 minutes d'exposition est inférieure à 50 
pour cent, ou 

(ii) si la viabilité après 3 minutes d'exposition est supérieure ou 
égale à 50 pour cent, et la viabilité après une heure d'exposition 
inférieure à 15 pour cent. 

La substance d'essai est considérée comme étant non corrosive pour 
la peau: 

(i) si la viabilité après 3 minutes d'exposition est supérieure ou égale 
à 50 pour cent, et la viabilité après une heure d'exposition supé
rieure ou égale à 15 pour cent. 

3. RAPPORT 

3.1. RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir au moins les informations suivantes: 

Substances d'essai et de contrôle: 

� nom(s) chimique(s), tels que le nom IUPAC ou CAS, et le cas 
échéant le numéro CAS; 

� pureté et composition de la substance ou la préparation (en pour
centage(s) en poids); 

� propriétés physico-chimiques (telles que l'état physique, le pH, la 
stabilité, l'hydrosolubilité) utiles pour la conduite de l'étude: 

� le cas échéant, traitement des substances d'essai et de contrôle 
avant l'essai (par exemple, chauffage, réduction en poudre); 

� stabilité (si connue) 

Justification du choix du modèle de peau et du protocole utilisé. 

Conditions d'essai: 

� système cellulaire utilisé 

� information sur l'étalonnage du dispositif utilisé pour la mesure 
de la viabilité cellulaire (un spectrophotomètre, par exemple) 
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� information complète à l'appui du modèle spécifique de peau 
humaine, et notamment sa validité 

� détails de la procédure d'essai utilisée 

� doses d'essai utilisées 

� description de toute modification éventuelle de la procédure 
d'essai 

� référence aux données historiques du modèle 

� description des critères d'évaluation utilisés 

Résultats: 

� présentation sous forme de tableau des résultats de chaque échan
tillon d'essai 

� description des autres effets observés. 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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B.41. ESSAI DE PHOTOTOXICITE IN VITRO 3T3 NRU 

1. MÉTHODE 

Cette méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 432 (2004) 
de l'OCDE. 

1.1. INTRODUCTION 

La phototoxicité est définie comme un effet toxique dû à l'applica
tion d'une substance sur le corps, qui est soit déclenché ou accentué 
(et visible à des niveaux de dose faibles) après une exposition ulté
rieure à la lumière, soit provoqué par l'irradiation de la peau après 
administration d'une substance par voie systémique. 

Le test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU permet de déterminer le 
potentiel phototoxique d'une substance d'essai induit par l'excitation 
du produit chimique après exposition à la lumière. Cet essai évalue 
la réduction relative de la viabilité des cellules exposées au produit 
chimique, en présence ou en l'absence de lumière. Les substances 
identifiées par cet essai sont susceptibles d'être phototoxiques in vivo 
après administration systémique et diffusion dans la peau, ou après 
application topique. 

Des effets phototoxiques ont été signalés pour de nombreux types de 
produits chimiques (1) (2) (3) (4). Le point commun entre ces 
derniers est leur capacité à absorber l'énergie lumineuse dans la 
plage de la lumière solaire. D'après la première loi de photochimie 
(loi de Grotthaus-Draper), la photoréaction nécessite l'absorption d'un 
nombre suffisant de quanta de lumière. Aussi convient-il, avant d'en
visager un essai biologique, de déterminer le spectre d'absorption 
UV/lumière visible du produit chimique à tester suivant la ligne 
directrice 101 de l'OCDE. Si le coefficient d'extinction/d'absorption 
molaire est inférieur à 10 litres × mol -1 × cm -1 , le produit chimique 
n'a pas de potentiel photoréactif et il est inutile de le soumettre à 
l'essai de phototoxicité in vitro 3T3 NRU ou à tout autre test biolo
gique visant à détecter des effets photochimiques indésirables (1) (5). 
Voir également l'annexe 1. 

Les résultats de l'essai de phototoxicité in vitro 3T3 NRU récemment 
évalué (6) (7) (8) (9) ont été comparés aux effets de phototoxicité 
aiguë in vivo chez les animaux et chez les humains, et l'essai s'est 
révélé fiable pour la prévision de ces effets. L'essai n'est pas conçu 
pour prévoir d'autres effets nocifs susceptibles de résulter de l'action 
combinée d'un produit chimique et de la lumière, tels que la photo
génotoxicité, la photo-allergie, et la photocancérogénicité, et il ne 
permet pas non plus d'évaluer le pouvoir phototoxique. Par ailleurs, 
cet essai n'est pas conçu pour prendre en compte les mécanismes 
indirects de la phototoxicité, les effets des métabolites de la subs
tance d'essai, ou les effets des mélanges. 

Alors que l'utilisation de systèmes d'activation métabolique est 
nécessaire en règle générale pour tous les tests in vitro de prédiction 
du potentiel génotoxique ou cancérogène, dans le cas de la photo
toxicologie, on ne dispose jusqu'à présent que de rares exemples de 
produits chimiques qui nécessitent une transformation métabolique 
pour agir comme une phototoxine in vivo ou in vitro. Par consé
quent, il ne paraît pas utile ni scientifiquement fondé de réaliser le 
présent essai en présence d'un système d'activation métabolique. 
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1.2. DÉFINITIONS 

Irradiance: intensité du rayonnement ultraviolet (UV) ou visible 
incident sur une surface, mesurée en W/m 2 ou en mW/cm 2 . 

Dose de lumière: quantité (= intensité × temps) de rayonnement 
ultraviolet (UV) ou visible incident sur une surface, exprimée en 
Joules (= W × s) par unité de surface, par exemple, J/m 2 ou J/cm 2 . 

Bandes de longueurs d'ondes de la lumière UV: les désignations 
recommandées par la CIE (Commission internationale de l'éclairage) 
sont: UVA (315-400 nm), UVB (280-315 nm) et UVC (100- 
280 nm). D'autres désignations sont également utilisées; la limite 
entre UVB et UVA est souvent placée à 320 nm, et les UVA 
peuvent être subdivisés en UV-A1 et UV-A2 avec une limite à 
environ 340 nm. 

Viabilité cellulaire: paramètre mesurant l'activité totale d'une popu
lation cellulaire (par exemple, absorption du colorant vital rouge 
neutre dans les lysosomes cellulaires), qui, en fonction de l'effet 
mesuré et du type de test utilisé, correspond au nombre total et/ou 
à la vitalité des cellules. 

Viabilité cellulaire relative: viabilité cellulaire exprimée par rapport 
aux témoins négatifs (solvant) qui ont été prélevés tout ou long de la 
procédure (soit +Irr soit -Irr), mais non traités par un produit 
chimique. 

PIF (Photo Irritation Factor ! Facteur de photo-irritation): 
facteur obtenu en comparant deux concentrations cytotoxiques effi
caces (CE 50 ) de la substance chimique d'essai, obtenues en absence 
(-Irr) ou en présence (+Irr) d'une irradiation non cytotoxique par un 
rayonnement UVA/visible. 

CE 50 : concentration de la substance chimique d'essai à laquelle la 
viabilité cellulaire est réduite de 50 pour cent. 

MPE (Mean Photo Effect ! Photo-effet moyen): mesure dérivée 
d'une analyse mathématique du tracé de deux courbes concentration- 
effet obtenues avec (+Irr) ou sans (-Irr) irradiation non cytotoxique 
par un rayonnement UVA/visible. 

Phototoxicité: réaction toxique aiguë apparaissant après une 
première exposition de la peau à certains produits chimiques et 
exposition subséquente à la lumière, ou déclenchée par l'irradiation 
de la peau après administration systémique d'un produit chimique. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Le test de phototoxicité in vitro 3T3 NRU repose sur la comparaison 
de la cytotoxicité d'une substance chimique avec et sans exposition à 
une dose non cytotoxique de lumière solaire simulée. Dans cet essai, 
la cytotoxicité est exprimée comme la diminution, en fonction de la 
concentration, de la fixation du colorant vital rouge neutre [Neutral 
Red � NR] 24 heures après traitement par le produit chimique mis à 
l'essai et irradiation (10). Le rouge neutre est un colorant cationique 
faible qui pénètre facilement dans les membranes cellulaires par non- 
diffusion, et s'accumule au niveau intracellulaire dans les lysosomes. 
L'altération de la surface cellulaire de la membrane lysosomale 
sensible entraîne une fragilité lysosomale et d'autres modifications 
qui deviennent graduellement irréversibles. Ces modifications 
induites par l'action de xénobiotiques entraînent une diminution de 
la fixation du rouge neutre, sur la base de laquelle on peut distinguer 
les cellules vivantes, des cellules mortes ou abîmées. 
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Des cellules Balb/c 3T3 sont maintenues en culture pendant 24 
heures jusqu'à formation de monocouches. Pour chaque substance 
chimique à tester, deux plaques à 96 puits sont alors préincubées 
pendant 1 heure avec 8 concentrations distinctes de la substance 
chimique. Ensuite, l'une des deux plaques est exposée à la dose 
d'irradiation non cytotoxique la plus élevée, tandis que l'autre 
plaque est maintenue à l'obscurité. Dans les deux plaques, le 
milieu de traitement est ensuite remplacé par un milieu de culture 
et, après une nouvelle période d'incubation de 24 heures, la viabilité 
cellulaire est déterminée par le test de fixation du rouge neutre 
(Neutral Red Uptake � NRU). La viabilité cellulaire relative, 
exprimée sous forme d'un pourcentage des témoins de solvant non 
traités, est calculée pour chaque concentration d'essai. Afin de 
prévoir le potentiel phototoxique, les réponses aux concentrations 
obtenues en présence et en absence d'irradiation sont comparées, 
généralement au niveau CE 50 , c'est-à-dire la concentration inhibant 
la viabilité cellulaire de 50 pour cent par rapport aux témoins non 
traités. 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1 Préparations 

1.4.1.1 Cellules 

Une lignée permanente de cellules de fibroblaste de souris, Balb/c 
3T3, clone 31, provenant de l'ATCC (American Type Culture 
Collection, Manassas, Virginie, Etats-Unis), ou de l'ECACC (Euro
pean Collection of Cell Cultures, Salisbury, Wiltshire, Royaume-Uni) 
a été utilisée dans l'étude de validation et il est donc recommandé 
que les cellules proviennent d'un dépositaire de cellules bien qualifié. 
D'autres cellules ou lignées cellulaires peuvent aussi donner de bons 
résultats avec le même protocole d'essai si les conditions de culture 
sont adaptées aux besoins spécifiques des cellules. Il convient toute
fois d'en démontrer l'équivalence. 

Les cellules doivent être régulièrement contrôlées pour vérifier l'ab
sence de contamination par des mycoplasmes, et ne doivent être 
utilisées que si aucun n'est trouvé (11). 

Il importe de contrôler régulièrement la sensibilité aux UV des 
cellules Balb/c 3T3 selon la procédure de contrôle qualité décrite 
dans la présente méthode. Dans la mesure où la sensibilité aux 
UVA des cellules peut augmenter avec le nombre de passages, il 
convient d'utiliser des cellules Balb/c 3T3 ayant subi le moins de 
passages possibles, de préférence moins de 100 (voir point 1.4.2.2.2 
et annexe 2). 

1.4.1.2. Milieux et conditions de culture 

Des milieux de culture et des conditions d'incubation appropriés 
doivent être utilisés pour le passage systématique des cellules et 
pendant la procédure d'essai. Par exemple, pour les cellules Balb/c 
3T3, le milieu de culture est du DMEM (Dulbecco's modified Eagle's 
medium) enrichi avec 10 pour cent de sérum de veau nouveau-né, de 
glutamine (4mM), de pénicilline (100 UI) et de streptomycine (100 

g/ml), et incubé à 37 o C en atmosphère humidifiée, avec une teneur 
en CO 2 de 5 à 7,5 pour cent selon le tampon (voir point 
1.4.1.4, second paragraphe). Il est particulièrement important que 
les conditions de culture cellulaire permettent de maintenir la durée 
du cycle cellulaire dans les limites normales historiques des cellules 
ou de la lignée cellulaire utilisées. 

1.4.1.3 Préparation des cultures 

Des cellules provenant de cultures mères congelées sont mises en 
culture à une densité appropriée dans le milieu de culture, et sont 
repiquées au moins une fois avant d'être utilisées pour le test de 
phototoxicité in vitro 3T3 NRU. 
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Pour le test de phototoxicité, le milieu de culture est ensemencé avec 
une densité de cellules telle que les cultures n'arrivent pas à 
confluence avant la fin de l'essai, c'est-à-dire au moment où la 
viabilité cellulaire est déterminée, 48 heures après la mise en 
culture des cellules. Pour les cellules Balb/c 3T3 cultivées sur des 
plaques à 96 puits, la densité cellulaire recommandée est de 1 x 10 4 

cellules par puits. 

Pour chaque substance chimique testée, les cellules sont mises 
en culture de manière identique sur deux plaques à 96 puits 
distinctes, qui sont utilisées parallèlement pendant toute la 
procédure d'essai, dans les mêmes conditions de culture, sauf 
pendant la période où l'une des plaques est irradiée (+ Irr) et 
l'autre maintenue à l'obscurité (- Irr). 

1.4.1.4 Préparation de la substance d'essai 

Les substances chimiques de l'essai doivent être fraîchement prépa
rées, juste avant utilisation, à moins que les données de stabilité ne 
démontrent qu'elles sont conservables. Il est recommandé de 
procéder à la manipulation des substances chimiques et au traitement 
initial des cellules dans des conditions d'éclairage permettant d'éviter 
la photoactivation ou la dégradation de la substance d'essai avant 
irradiation. 

Les substances chimiques de l'essai doivent être dissoutes dans 
des solutions salines tamponnées, par exemple, solution saline 
équilibrée de Earl (Earl's Balanced Salt Solution � EBSS) ou 
d'autres solutions tamponnées physiologiquement équilibrées, 
exemptes de constituants protéiques qui absorbent la lumière 
(par exemple, indicateurs pH colorés et vitamines), afin d'éviter 
les interférences lors de l'irradiation. Sachant que, pendant l'ir
radiation, les cellules sont maintenues pendant 50 minutes 
environ en dehors de l'incubateur CO 2 , des précautions 
doivent être prises pour éviter l'alcalinisation. Avec des solu
tions faiblement tamponnées, telles que l'EBSS, il convient 
alors d'incuber les cellules à 7,5 pour cent de CO 2 . Si les 
cellules sont incubées à 5 pour de CO 2 seulement, un tampon 
plus fort doit être utilisé. 

Les substances chimiques ayant une solubilité limitée dans l'eau 
doivent être dissoutes dans des solvants appropriés. Si un solvant 
est utilisé, il doit être présent à un volume constant dans toutes les 
cultures, c'est-à-dire dans les témoins négatifs (solvant) et dans toutes 
les concentrations de la substance chimique d'essai, et être en outre 
non cytotoxique à la concentration utilisée. Les concentrations de la 
substance chimique doivent être sélectionnées de façon à éviter les 
précipités ou les solutions troubles. 

Les solvants recommandés sont le diméthylsulfoxyde (DMSO) et 
l'éthanol (EtOH). D'autres solvants de faible cytotoxicité peuvent 
convenir, mais leurs propriétés spécifiques doivent être évaluées 
avant utilisation, notamment les risques de réaction avec la substance 
chimique d'essai, l'atténuation de l'effet phototoxique, les propriétés 
de fixation des radicaux, et/ou la stabilité du produit chimique dans 
le solvant. 

Si nécessaire, on peut recourir à un mélangeur Vortex et/ou à la 
sonication et/ou à un chauffage à des températures appropriées 
pour faciliter la solubilisation, à moins qu'une telle manipulation 
n'affecte la stabilité de la substance chimique. 
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1.4.1.5 Conditions d'irradiation 

1.4.1.5.1 S o u r c e d e l u m i è r e 

Le choix d'une source de lumière et d'un filtrage appropriés est le 
facteur déterminant dans les essais de phototoxicité. Les domaines 
des UVA et de la lumière visible sont généralement associés à des 
réactions phototoxiques in vivo (3) (12), tandis que les UVB sont 
moins pertinents, mais très cytotoxiques, avec une cytotoxicité qui 
augmente d'un facteur 1 000 entre 313 et 280 nm (13). Parmi les 
critères présidant au choix de la source de lumière appropriée, il est 
essentiel que la source de lumière émette des longueurs d'onde absor
bées par la substance chimique d'essai et que la dose de lumière 
(pouvant être obtenue dans un délai d'exposition raisonnable) soit 
suffisante pour détecter les substances photocytotoxiques connues. 
En outre, les longueurs d'onde et les doses employées ne doivent 
pas trop endommager le système d'essai, par exemple par l'émission 
de chaleur (domaine infrarouge). 

La lumière solaire simulée par des simulateurs solaires est considérée 
comme la source optimale de lumière artificielle. La distribution du 
pouvoir d'irradiation du simulateur solaire filtré doit être proche de 
celle de la lumière du jour extérieure donnée dans le document (14). 
Des arcs au xénon ou des arcs aux halogénures de métal-mercure 
(dopé) peuvent être utilisés comme simulateurs solaires (15). Ces 
derniers ont l'avantage d'émettre moins de chaleur et d'être moins 
chers, mais ils reproduisent moins bien la lumière solaire que les 
simulateurs utilisant des arcs au xénon. Dans la mesure où tous les 
simulateurs solaires émettent d'importantes quantités d'UVB, ils 
doivent être équipés de filtres adéquats pour atténuer les longueurs 
d'onde UVB hautement cytotoxiques. Dans la mesure où les maté
riaux plastiques utilisés pour les cultures cellulaires contiennent des 
stabilisateurs UV, le spectre doit être mesuré à travers le même type 
de plaques à 96 puits que celui employé dans l'essai. Abstraction 
faite des mesures prises pour atténuer une part du spectre par filtra
tion, ou des effets de filtre inévitables liés aux appareils, le spectre 
enregistré sous ces filtres ne doit pas dévier de la norme de lumière 
du jour extérieure (14). Les documents (8) (16) donnent un exemple 
de distribution de l'irradiance spectrale du simulateur solaire équipé 
de filtres qui a été utilisé dans l'étude de validation du test in vitro 
3T3 NRU. Voir également la Figure 1 de l'annexe 2. 

1.4.1.5.2. D o s i m é t r i e 

L'intensité de lumière (irradiance) doit être régulièrement contrôlée 
avant chaque essai de phototoxicité, à l'aide d'un radiomètre UV à 
large bande approprié. L'intensité doit être mesurée à travers le 
même type de plaques à 96 puits que celui employé dans l'essai. 
Le radiomètre UV doit avoir été étalonné par rapport à la source. Les 
performances du radiomètre UV doivent être contrôlées. À cet effet, 
on recommande l'utilisation d'un second radiomètre UV de référence, 
du même type et étalonné de la même façon. Dans l'idéal, à inter
valles plus grands, il conviendrait d'utiliser un spectroradiomètre 
pour mesurer l'irradiance spectrale de la source de lumière filtrée 
et pour vérifier l'étalonnage du radiomètre UV à large bande. 

Une dose de 5 J/cm 2 (dans la plage des UVA) est non cytotoxique 
pour les cellules Balb/c 3T3 et suffisamment puissante pour exciter 
les substances chimiques et déclencher des réactions phototoxiques 
(6) (17). Par exemple, pour obtenir 5 J/cm 2 dans un délai de 
50 minutes, l'irradiance a été réglée à 1,7 mW/cm 2 . Voir la Figure 
2 de l'annexe 2. En cas d'utilisation d'une autre lignée cellulaire ou 
d'une source de lumière différente, il peut s'avérer nécessaire 
d'ajuster la dose d'irradiation en choisissant une dose qui ne soit 
pas nocive pour les cellules tout en étant suffisante pour exciter 
les phototoxines standard. La durée de l'exposition à la lumière se 
calcule de la façon suivante: 
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tðminÞ ¼ 
irradiation dose ðJ=cm 

2 Þ Ü 1000 

irradiance ðmW=cm 
2 Þ Ü 60 

(1 J = 1 Wsec) 

1.4.2 Conditions d'essai 

1.4.2.1 Concentrations de la substance d'essai 

Les plages de concentrations du produit chimique testé en présence 
(+Irr) et en absence (-Irr) de lumière doivent être déterminées de 
manière adéquate lors d'expériences préalables. Il peut être utile 
d'évaluer la solubilité au début puis après un délai de 60 minutes 
(ou à la durée employée dans l'essai), dans la mesure où celle-ci peut 
varier avec le temps ou au cours de l'exposition. Pour éviter toute 
toxicité induite par des conditions de culture inappropriées ou des 
substances chimiques hautement acides ou alcalines, il faut que le 
pH des cultures cellulaires, auxquelles la substance d'essai a été 
ajoutée, soit dans une plage comprise entre 6,5 et 7,8. 

La concentration la plus élevée de la substance d'essai doit être dans 
les conditions d'essai physiologiques, par exemple le stress pH ou 
osmotique doit être évité. Selon la substance d'essai, il peut s'avérer 
nécessaire d'envisager d'autres propriétés physico-chimiques comme 
facteurs limitant la concentration d'essai la plus élevée. Pour les 
substances relativement insolubles, mais non toxiques à des concen
trations allant jusqu'au point de saturation, il y a lieu de procéder à 
des essais pour déterminer la concentration la plus élevée qui puisse 
être atteinte. De manière générale, il y a lieu d'éviter les effets de 
précipités de la substance chimique à toutes les concentrations d'es
sai. La concentration maximale d'une substance d'essai ne doit pas 
dépasser 1 000 g/ml, et l'osmolarité ne doit pas dépasser 
10 milliosmoles. Il convient d'utiliser une série de dilutions en 
progression géométrique comprenant 8 concentrations de la subs
tance d'essai avec un facteur de dilution constant (voir point 
2.1, second paragraphe). 

Si les informations provenant d'expériences préalables établissent 
qu'une substance chimique n'est pas cytotoxique jusqu'à la concen
tration limite dans l'obscurité (-Irr), mais se révèle hautement cyto
toxique exposée à la lumière (+Irr), les plages de concentrations à 
choisir pour l'expérience (+Irr) peuvent être différentes de celles 
utilisées pour l'expérience (-Irr), de façon à garantir une qualité 
adéquate des résultats. 

1.4.2.2 Contrôles/Témoins 

1.4.2.2.1. S e n s i b i l i t é d e s c e l l u l e s a u x r a d i a t i o n s , d o n n é e s 
h i s t o r i q u e s : 

la sensibilité des cellules à la source lumineuse doit être régulièrement 
contrôlée (tous les cinq passages environ), par évaluation de leur viabi
lité après une exposition à des doses croissantes d'irradiation. Pour cette 
évaluation, plusieurs doses d'irradiation doivent être utilisées, y 
compris des niveaux significativement supérieurs à ceux de l'essai de 
phototoxicité 3T3 NRU. La méthode la plus simple pour quantifier ces 
doses consiste à mesurer les UV à la source. Les cellules sont mises en 
culture à la densité utilisée dans l'essai de phototoxicité in vitro 3T3 
NRU. Elles sont irradiées le jour suivant, et la viabilité cellulaire est 
déterminée un jour plus tard à l'aide du test NRU. Il faut alors que la 
dose non cytotoxique la plus élevée (par exemple, 5 J/cm 2 [UVA] dans 
l'étude de validation) soit suffisante pour classer correctement les subs
tances de référence (Tableau 1). 
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1.4.2.2.2. S e n s i b i l i t é a u x r a d i a t i o n s , c o n t r ô l e d e l ' e s s a i e n 
c o u r s : 

l'essai répond aux critères de qualité si les témoins de contrôle 
négatifs (solvant) irradiés ont une viabilité supérieure ou égale à 
80 pour cent de celle des témoins de contrôle négatifs non irradiés. 

1.4.2.2.3. V i a b i l i t é d e s t é m o i n s d e s o l v a n t 

la densité optique absolue (OD 540 NRU), mesurée dans l'extrait NR 
des témoins de solvant indique si les 1 × 10 4 cellules mises en 
culture par puits se sont développées avec un temps de doublement 
normal pendant les deux jours de l'essai. Un essai répond aux 
critères d'acceptation si la densité optique moyenne OD 540 NRU 
des témoins non traités est > 0,4 (c'est-à-dire approximativement 
vingt fois l'absorbance de fond du solvant). 

1.4.2.2.4 T é m o i n p o s i t i f : 

Pour chaque essai de phototoxicité in vitro 3T3 NRU réalisé, un 
produit chimique phototoxique connu doit être testé concurremment. 
La chlorpromazine (CPZ) est recommandée. Dans le cas de la CPZ 
testée selon le protocole standard dans le test de phototoxicité in 
vitro 3T3 NRU, les critères d'acceptation suivants ont été définis: 
CPZ irradiée (+Irr): CE 50 = 0,1 à 2,0 g/ml; CPZ non irradiée (-Irr): 
CE 50 = 7,0 à 90,0 g/ml. Le facteur de photo-irritation (PIF) doit 
être > 6. Les données historiques du témoin positif doivent être 
suivies. 

À la place de la CPZ, d'autres produits chimiques phototoxiques 
convenant à la classe chimique ou aux caractéristiques de solubilité 
de la substance chimique à tester, peuvent aussi être utilisés en tant 
que témoins positifs parallèles. 

1.4.3 Mode opératoire (6) (7) (8) (16) (17): 

1.4.3.1 Premier jour: 

Verser 100 l de milieu de culture dans les puits périphériques d'une 
plaque de microtitrage de culture tissulaire à 96 puits (= essais à 
blanc). Dans les puits restants, verser 100 l d'une suspension cellu
laire de 1 × 10 5 cellules/ml en milieu de culture, (= 1 × 10 4 cellules/ 
puits). Préparer deux plaques pour chaque série des concentrations de 
la substance à tester, ainsi que pour les témoins négatifs (de solvant) 
et positifs. 

Incuber les cellules pendant 24 heures (voir point 1.4.1.2) jusqu'à 
formation d'une monocouche semi-confluente. Cette période d'incu
bation permet la récupération et l'adhérence des cellules, et leur 
croissance exponentielle. 

1.4.3.2 Deuxième jour: 

Après incubation, décanter le milieu de culture pour le séparer des 
cellules et laver délicatement avec 150 l de la solution tamponnée 
utilisée pour l'incubation. Ajouter 100 l de la solution tamponnée 
contenant la concentration appropriée de la substance chimique à 
tester, ou uniquement du solvant (témoin négatif). Appliquer 8 
concentrations distinctes de la substance chimique à tester. Incuber 
les cellules avec la substance chimique à tester dans l'obscurité 
pendant 60 minutes (voir points 1.4.1.2 et 1.4.1.4, second para
graphe). 

Sur les deux plaques préparées pour chaque série de concentrations, 
ainsi que pour les témoins, une plaque est sélectionnée, généralement 
au hasard, pour la détermination de la cytotoxicité (-Irr) (par exem
ple, la plaque témoin), et l'autre (la plaque de traitement) pour la 
détermination de la photocytotoxicité (+Irr). 
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Pour réaliser la partie (+Irr) de l'essai, irradier les cellules à tempé
rature ambiante pendant 50 minutes environ à travers le couvercle de 
la plaque à 96 puits, à la dose maximale de radiations non cyto
toxique (voir également annexe 2). Conserver les plaques identiques 
non irradiées (-Irr) à température ambiante dans une boîte obscure 
pendant 50 minutes (= durée de l'exposition à la lumière). 

Décanter la solution d'essai et laver deux fois avec 150 l de la 
solution tamponnée utilisée pour l'incubation, mais ne contenant 
pas la substance d'essai. Remplacer le tampon par le milieu de 
culture et incuber (voir le point 1.4.1.2) jusqu'au lendemain (18-22 
heures). 

1.4.3.3 Troisième jour: 

1.4.3.3.1 É v a l u a t i o n m i c r o s c o p i q u e 

Examiner les cellules au microscope à contraste de phase. Noter la 
croissance, la morphologie et l'intégrité de la monocouche. Les chan
gements morphologiques et les effets sur la croissance cellulaire 
doivent être enregistrés. 

1.4.3.3.2 T e s t d e f i x a t i o n d u r o u g e n e u t r e 

Laver les cellules avec 150 l de la solution tamponnée préchauffée. 
Éliminer la solution de lavage en tapotant légèrement. Ajouter 100 l 
d'un rouge neutre (3-amino-7-diméthylamino-2-méthylphénazine 
chlorhydrate, numéro EINECS 209-035-8; numéro CAS 553-24-2; 
CI. 50040) à 50 g/ml dans un milieu sans sérum (16) et incuber 
comme décrit au point 1.4.1.2., pendant 3 heures. Après incubation, 
éliminer le milieu NR et laver les cellules avec 150 l du tampon. 
Décanter et évacuer complètement le tampon en excès par absorption 
ou centrifugation. 

Ajouter exactement 150 l de solution de désorption NR (solution 
fraîchement préparée de 49 parts d'eau + 50 parts d'éthanol + 1 part 
d'acide acétique). 

Passer rapidement la plaque de microtitrage à l'agitateur pendant 
10 minutes, jusqu'à ce que le NR soit extrait des cellules et forme 
une solution homogène. 

Mesurer la densité optique de l'extrait de NR à 540 nm dans un 
spectrophotomètre en utilisant les essais à blanc comme référence. 
Sauvegarder les données dans un format de fichier électronique 
approprié en vue d'une analyse ultérieure. 

2. RÉSULTATS 

2.1. QUALITÉ ET QUANTITÉ DES DONNÉES 

Les données d'essai doivent permettre une analyse significative des 
courbes concentration-effet obtenues avec et sans irradiation, et si 
possible de la concentration de la substance d'essai à laquelle la 
viabilité cellulaire est réduite de moitié (CE 50 ). Si on constate une 
cytotoxicité, il y a lieu d'ajuster à la fois la gamme des concentra
tions et l'intervalle entre chaque concentration, afin qu'il y ait concor
dance entre la courbe et les données expérimentales. 

Pour les résultats clairement positifs ou clairement négatifs (voir 
point 2.3), l'expérience principale, étayée par une ou plusieurs expé
riences préliminaires de détermination des gammes de concentra
tions, est généralement suffisante. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 593



 

Les tests qui donnent des résultats équivoques, limites ou incertains 
doivent être vérifiés par un essai supplémentaire (voir également point 
2.4, second paragraphe). Si cet essai s'avère nécessaire, il peut être utile 
de faire varier les conditions expérimentales, et notamment la plage ou 
l'espacement des concentrations, le temps de préincubation, et le temps 
d'exposition à l'irradiation. Une réduction de cette durée d'exposition 
peut présenter un intérêt pour les produits chimiques instables dans l'eau. 

2.2. ÉVALUATION DES RÉSULTATS 

Pour procéder à l'évaluation des données, il peut être nécessaire de 
calculer un facteur de photo-irritation (PIF) ou un photo-effet moyen 
(MPE). 

Pour le calcul des mesures de photocytotoxicité (voir ci-après), l'en
semble des valeurs discrètes de concentration-effet doit être déterminé 
par une courbe concentration-effet continue appropriée (modèle). On 
fait généralement concorder la courbe aux données en appliquant une 
méthode de régression non linéaire (18). Pour évaluer l'influence de la 
variabilité des données sur la courbe ajustée, il est recommandé d'em
ployer une procédure de type «bootstrap». 

On calcule un facteur de photo-irritation (PIF) à l'aide de la formule 
suivante: 

PIF ¼ 
IC 50 ðÄIrrÞ 

IC 50 ðþIrrÞ 

S'il n'est pas possible de calculer une CE 50 en présence ou en l'ab
sence de lumière, il ne sera pas possible de déterminer un PIF pour 
la substance d'essai. Le photo-effet moyen (MPE) est une mesure 
basée sur une comparaison des courbes concentration-effet complètes 
(19). Il correspond à la moyenne pondérée d'un ensemble représen
tatif de valeurs du photo-effet: 

MPE ¼ 
 

i ¼ 1 

n 
w i PE c i 
 

i ¼ 1 

n 
w i 

Le photo-effet PEc à une concentration C est défini comme le produit 
de la réponse-effet RE C et de la dose-effet DE C , soit PE C = RE C × DE C . 
La réponse-effet RE C correspond à la différence entre les réponses 
observées en absence et en présence de lumière, soit RE C = R C (-Irr) 
� R C (+Irr). La dose-effet est donnée par la formule suivante 

DE c ¼ 
C=C ä Ä 1 

C=C ä þ 1 

Æ 

Æ 

Æ 

Æ 

Æ 

Æ 

Æ 

Æ 

où C* représente la concentration équivalence, c'est-à-dire la concentra
tion à laquelle la réponse +Irr est équivalente à la réponse -Irr à la 
concentration C. S'il n'est pas possible de déterminer C* parce que les 
valeurs de la courbe +Irr sont systématiquement supérieures ou infé
rieures à RC (-Irr), la dose-effet est fixée à 1. Les facteurs de pondération 
w 1 sont donnés par la valeur la plus élevée, soit w i = MAX {R i (+Irr), R i 
(-Irr)}. La grille de concentration C i est choisie de façon à ce que le 
même nombre de points figure dans chaque intervalle de concentration 
défini par les valeurs de concentration utilisées dans l'expérience. Le 
calcul du MPE est limité par la valeur de concentration maximale à 
laquelle au moins une des deux courbes montre une valeur de réponse 
d'au moins 10 pour cent. Si cette concentration maximale est supérieure à 
la concentration la plus élevée utilisée dans l'expérience +Irr, la partie 
résiduelle de la courbe +Irr est ajustée à la valeur de réponse «0». La 
substance chimique est ensuite classée ou non comme étant photo
toxique, selon que la valeur MPE est supérieure ou non à une valeur 
de seuil correctement choisie (MPE C = 0,15). 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 594



 

Un logiciel de calcul du PIF et du MPE est disponible (20). 

2.3. INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Sur la base de l'étude de validation (8), une substance d'essai dont le 
PIF est < 2 ou le MPE < 0,1 ne présente «aucune phototoxicité». Un 
PIF > 2 et < 5 ou un MPE > 0,1 et < 0,15 indique une «phototoxi
cité probable» et un PIF > 5 ou un MPE > 0,15 indique une «pho
totoxicité». 

Pour les laboratoires qui entreprennent cet essai pour la première 
fois, il est préconisé de procéder à un essai sur les substances de 
référence données dans le Tableau 1, avant d'entreprendre l'évalua
tion phototoxique de substances d'essai. Les valeurs PIF ou MPE 
doivent être proches des valeurs données dans le tableau 1. 

Tableau 1 

Nom de la subs
tance chimique 

N o EINECS N o CAS PIF MPE Pic d'absorption Solvant ( 1 ) 

Amiodarone 
chlorhydrate 

243-293-2 [19774-82-4] >3,25 0,27 - 0,54 242 nm 

300 nm 

(épaule
ment) 

éthanol 

Chlorpromazine 
chlorhydrate 

200-701-3 [69-09-0] >14,4 0,33 - 0,63 309 nm éthanol 

Norfloxacine 274-614-4 [70458-96-7] >71,6 0,34 - 0,90 316 nm acétonitrile 

Anthracène 204-371-1 [120-12-7] >18,5 0,19 - 0,81 356 nm acétonitrile 

Protoporphyrine 
IX, disodium 

256-815-9 [50865-01-5] >45,3 0,54 - 0,74 402 nm éthanol 

L � Histidine [7006-35-1] pas de 
PIF 

0,05 - 0,10 211 nm eau 

Hexachloro
phene 

200-733-8 [70-30-4] 1,1 - 1,7 0,00 - 0,05 299 nm 

317nm 

(épaule
ment) 

éthanol 

Sulfate de 
sodium et de 
dodécyle 

205-788-1 [151-21-3] 1,0 - 1,9 0,00 - 0,05 pas d'ab
sorption 

eau 

( 1 ) Solvant utilisé pour mesurer l'absorption. 

2.4. INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Si des effets phototoxiques ne sont observés qu'à la concentration 
d'essai maximale (en particulier pour les substances d'essai solubles 
dans l'eau), d'autres investigations peuvent s'avérer nécessaires pour 
évaluer les risques. Il peut s'agir notamment d'étudier l'absorption 
cutanées et l'accumulation du produit chimique dans la peau, et/ou 
de soumettre le produit à un autre type d'essai, en recourant par 
exemple à des essais in vitro sur peau humaine ou animale, ou sur 
modèle de peau. 
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En revanche, si aucune toxicité n'a été mise en évidence (+Irr et -Irr) 
et si la solubilité faible du produit dans l'eau a limité les concen
trations d'essai, il faut peut-être s'interroger sur l'adéquation du 
système d'essai pour la substance à tester, et envisager un essai de 
confirmation avec un autre modèle. 

3. RAPPORT 

RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit contenir au minimum les informations 
suivantes: 

Substance d'essai: 

� données d'identification, nom générique commun et numéros 
IUPAC et CAS si connus 

� nature physique et pureté 

� propriétés physico-chimiques importantes pour la réalisation de 
l'étude 

� spectre d'absorption UV/lumière visible 

� stabilité et photostabilité si connues 

Solvant: 

� justification du choix du solvant 

� solubilité de la substance d'essai dans le solvant 

� pourcentage de solvant présent dans le milieu de traitement 

Cellules: 

� type et provenance des cellules 

� absence de mycoplasmes 

� nombre de passages cellulaires, si connu 

� sensibilité des cellules aux radiations, déterminée avec l'appareil 
d'irradiation utilisé dans l'essai de phototoxicité in vitro 3T3 
NRU. 

Conditions expérimentales (1) incubation avant et après traitement: 

� type et composition du milieu de culture 

� conditions d'incubation (concentration de CO 2 , température, 
humidité) 

� durée de l'incubation (avant traitement et après traitement) 

Conditions expérimentales (2) traitement par la substance chimique: 

� justification du choix des concentrations de substance d'essai 
utilisées, en présence et en absence de rayonnement 

� en cas de solubilité limitée du produit chimique et d'absence de 
cytotoxicité, justification de la concentration maximale utilisée 

� type et composition du milieu de traitement (solution saline 
tamponnée) 

� durée du traitement chimique. 

Conditions expérimentales (3) Irradiation: 

� justification de la source de lumière utilisée 
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� fabricant et type de source de lumière et de radiomètre 

� caractéristiques d'irradiance spectrale de la source de lumière 

� caractéristiques de transmission/absorption du (des) filtre(s) 
utilisé(s) 

� caractéristiques du radiomètre et modalités d'étalonnage 

� distance entre la source de lumière et le système d'essai 

� irradiance UVA à cette distance, exprimée en mW/cm 2 

� durée de l'exposition UV/lumière visible 

� dose d'UVA (irradiance × temps), exprimée en J/cm 2 

� température appliquée aux cultures cellulaires durant l'irradiation 
et aux cultures cellulaires maintenues concurremment dans l'obs
curité. 

Conditions expérimentales (4) test NRU: 

� composition du milieu de traitement NR 

� durée de l'incubation dans NR 

� conditions d'incubation (concentration de CO 2 , température, 
humidité) 

� d'extraction du NR (agent d'extraction, durée) 

� longueur d'ondes utilisée pour la lecture spectrophotomé
trique de la densité optique du NR 

� seconde longueur d'ondes (référence), le cas échéant 

� contenu de l'échantillon destiné à l'essai à blanc du spectro
photomètre, le cas échéant. 

Résultats: 

� viabilité cellulaire obtenue pour chaque concentration de la subs
tance d'essai, exprimée en pour cent de la viabilité moyenne des 
témoins de solvant 

� courbes de concentration-effet (concentration de la substance 
chimique � viabilité cellulaire relative) obtenues dans les expé
riences +Irr et -Irr parallèles 

� analyse des courbes concentration-effet: si possible, calcul/déter
mination des CE 50 (+Irr) et CE 50 (-Irr) 

� comparaison des deux courbes concentration-effet obtenues en 
présence et en l'absence de rayonnement, soit par le calcul du 
facteur de photo-irritation (PIF), soit par le calcul du photo-effet 
moyen (MPE) 

� critères d'acceptation de l'essai, témoin négatif (solvant) simul
tané: 

� viabilité absolue (densité optique de l'extrait de NR) des cellules 
irradiées et des cellules non irradiées 

� données historiques sur les témoins négatif et de solvant, 
moyennes et écarts types 

� critères d'acceptation de l'essai, témoin positif simultané: 
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� CE 50 (+Irr) et CE 50 (-Irr) et PIF/MPE du produit chimique 
témoin positif 

� données historiques sur le produit chimique témoin positif: CE 50 
(+Irr) et CE 50 (-Irr) et PIF/MPE moyennes et écarts types. 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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ANNEXE 1 

Rôle de l'essai de phototoxicité 3T3 NRU dans une approche séquentielle des essais de 
phototoxicité des substances chimiques 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 600



 

ANNEXE 2 

Figure 1 

Distribution spectrale énergétique d'un simulateur solaire équipé de filtres 

(voir point 1.4.1.5, second paragraphe) 

La figure 1 donne un exemple de distribution acceptable de l'énergie spectrale d'un simulateur 
solaire équipé de filtres. Elle correspond à la source aux halogénures de métaux dopés utilisée 
dans l'essai de validation du test 3T3 NRU (6) (8) (17). Cette figure fait apparaître l'effet des deux 
filtres distincts, ainsi que l'effet de filtration de la plaque à 96 puits. Le filtre H2 est utilisé 
uniquement avec les systèmes d'essai qui peuvent supporter une quantité plus importante d'UVB 
(essai sur modèle de peau et essai de photo-hémolyse des globules rouges). Dans l'essai 3T3 NRU, 
le filtre H1 a été utilisé. La figure montre que l'effet de filtration supplémentaire de la plaque est 
principalement observé dans la plage des UVB, laissant néanmoins suffisamment d'UVB dans le 
spectre d'irradiation pour exciter les substances chimiques qui absorbent généralement la lumière 
dans la plage des UVB, telles que l'amiodarone (voir le tableau 1). 
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Figure 2 

Sensibilité des cellules Balb/c 3T3 à l'irradiation (mesurée dans la plage des UVA) 

Viabilité cellulaire (% de fixation du rouge neutre des témoins dans l'obscurité) 

Temps d'irradiation (minutes) (10 min = 1 joule UVA/cm 2 ) 

(voir point 1.4.1.5.2, second paragraphe, et points 1.4.2.2.1, 1.4.2.2.2) 

Sensibilité des cellules Balb/c 3T3 à l'irradiation avec le simulateur solaire utilisé dans l'essai de 
validation du test de phototoxicité 3T3 NRU, mesurée dans la plage des UVA. La figure montre les 
résultats obtenus dans sept laboratoires différents au cours de l'étude de prévalidation (1). Les deux 
courbes avec des symboles transparents ont été obtenues avec des cellules âgées (nombre de 
passages élevés) qu'il a fallu remplacer par de nouvelles cellules, tandis que les courbes aux 
symboles pleins sont associées à des cellules montrant une tolérance acceptable à l'irradiation. 

C'est à partir de ces données qu'on a dérivé la dose maximale d'irradiation non cytotoxique de 5 
J/cm 2 (ligne discontinue verticale). La ligne de pointillés horizontale montre en outre l'effet maximal 
d'irradiation acceptable (point 1.4.2.2). 
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B.42. SENSIBILISATION CUTANÉE: ESSAI DE STIMULATION 
LOCALE DES GANGLIONS LYMPHATIQUES 

INTRODUCTION 

1. Les lignes directrices (LD) de l$OCDE pour les essais de produits 
chimiques et les méthodes d$essai de l$Union européenne qui sont 
fondées sur celles-ci sont régulièrement révisées à la lumière des progrès 
scientifiques, de l$évolution des exigences réglementaires et de considéra
tions relatives au bien-être des animaux. La méthode d$essai initiale visant à 
déterminer la sensibilisation cutanée chez la souris, c$est-à-dire l$essai de 
stimulation locale des ganglions lymphatiques (ELGL; LD 429 de l$OCDE, 
chapitre B.42 de la présente annexe), a été adoptée antérieurement (1). Les 
détails de la validation de l$ELGL et une synthèse des travaux qui y sont 
associés ont été publiés (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11). La révision 
de l$ELGL s$appuie sur l$évaluation de l$expérience acquise et des données 
scientifiques (12). Il s$agit de la deuxième méthode d$essai permettant 
d$évaluer le pouvoir de sensibilisation cutanée de substances chimiques 
(substances et mélanges) chez les animaux. L$autre méthode d$essai (LD 
406 de l$OCDE, chapitre B.6 de la présente annexe) fait appel à des essais 
sur cobayes, notamment l$essai de maximisation sur le cobaye et l$essai de 
Buehler (13). L$ELGL présente un avantage par rapport au chapitre B.6 et à 
la LD 406 de l$OCDE (13) en termes de bien-être des animaux. Cette mise 
à jour de la méthode d$essai sur l$ELGL comprend une série de normes de 
performance (appendice 1) pouvant servir à évaluer l$état de validation des 
méthodes d$essai modifiées et/ou nouvelles, dont le fonctionnement et le 
mécanisme sont similaires à ceux de l$ELGL, conformément aux principes 
énoncés dans le document d$orientation n o 34 de l$OCDE (14). 

2. L$ELGL s$intéresse à la phase d$induction de la sensibilisation cutanée et 
livre des données quantitatives permettant d$évaluer la relation dose-effet. Il 
convient de noter que les sensibilisants légers/modérés recommandés 
comme témoins positifs (TP) pour les essais sur cobayes (chapitre B.6, 
LD 406 de l$OCDE) (13) conviennent également à l$ELGL (6) (8) (15). 
La présente méthode d$essai décrit également une approche simplifiée de 
l$ELGL (ELGLs) optionnelle, qui pourrait nécessiter jusqu$à 40 % d$ani
maux en moins (16) (17) (18). Cet essai simplifié pourrait être utilisé en cas 
de besoin réglementaire de confirmer les prévisions négatives concernant le 
pouvoir de sensibilisation cutanée, à condition de rester en conformité avec 
toutes les autres dispositions du protocole ELGL décrit dans la présente 
méthode d$essai. La prédiction d$un résultat négatif s$appuie sur toutes les 
informations disponibles, comme cela est décrit au paragraphe 4. Tout 
recours à l$approche ELGL simplifiée est préalablement justifié, avec le 
détail des raisons scientifiques étayant ce choix. Si, en dépit des prévisions, 
l$ELGL simplifié donne une réponse positive ou équivoque, des essais 
supplémentaires peuvent s$avérer nécessaires pour interpréter ou clarifier 
le résultat. L$ELGLs ne convient pas pour identifier les substances 
d$essai sensibilisantes pour la peau lorsque des données sur la relation 
dose-effet sont nécessaires, comme pour la sous-catégorisation conformé
ment au règlement (CE) n o 1272/2008 relatif à la classification, à l$étique
tage et à l$emballage des substances et des mélanges, et à la classification 
du Système général harmonisé de classification et d$étiquetage des produits 
chimiques de l$Organisation des Nations-Unies. 

DÉFINITIONS 

3. Les définitions utilisées sont données à l$appendice 2. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

4. L$ELGL constitue une méthode de remplacement pour identifier les subs
tances et mélanges chimiques susceptibles d$exercer une action sensibili
sante sur la peau. Cela n$implique pas que l$ELGL doive systématiquement 
remplacer les essais sur cobayes (B.6, LD 406 de l$OCDE) (14) mais plutôt 
qu$il s$agit d$un outil d$une qualité égale pouvant se substituer à ces essais, 
et dont les résultats positifs ou négatifs n$ont généralement plus besoin de 
confirmation supplémentaire. Avant de procéder à l$essai, le laboratoire 
rassemble toutes les informations disponibles sur la substance d$essai, à 
savoir son identité et sa structure chimiques, ses propriétés 
physico-chimiques, les résultats de tous les autres essais de toxicité in 
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vitro et in vivo, et les données toxicologiques sur des analogues de struc
ture. Ces informations servent à déterminer s$il est pertinent d$appliquer la 
méthode ELGL avec la substance considérée, étant donné l$incompatibilité 
de certains types de substances chimiques avec l$ELGL (voir paragraphe 5), 
et aident à choisir les doses appropriées. 

5. La méthode ELGL, mise en #uvre in vivo, ne met donc pas un terme à 
l$utilisation d$animaux pour évaluer la sensibilisation allergique par contact. 
Elle est néanmoins susceptible de réduire le nombre d$animaux requis à ces 
fins. En outre, l$ELGL propose un raffinement important (réduction du 
stress et de la douleur) de l$utilisation des animaux pour évaluer la sensi
bilisation allergique par contact. L$ELGL se fonde sur les réactions immu
nologiques induites par les produits chimiques pendant la phase d$induction 
de la sensibilisation. Contrairement aux essais sur cobayes (chapitre B.6, 
LD 406 de l$OCDE) (13), l$ELGL ne s$appuie pas sur le déclenchement de 
réactions d$hypersensibilité cutanée par une exposition de déclenchement. 
De plus, l$ELGL ne requiert aucun adjuvant, contrairement à l$essai de 
maximisation sur le cobaye (13). C$est pourquoi l$ELGL réduit la souf
france et le stress chez les animaux. Malgré les avantages de l$ELGL par 
rapport au chapitre B.6 et à la LD 406 de l$OCDE, certaines limites peuvent 
imposer de privilégier l$utilisation du chapitre B.6 ou de la LD 406 de 
l$OCDE (13) [par exemple, résultats faussement négatifs avec certains 
métaux, résultats faussement positifs avec certaines substances irritantes 
pour la peau, en particulier des tensioactifs (19) (20), ou solubilité de la 
substance d$essai]. De surcroît, certaines substances chimiques ou familles 
de substances comprenant des groupements fonctionnels dont il est 
démontré qu$ils peuvent être des facteurs de confusion (21) peuvent aussi 
imposer le recours aux essais avec cobayes (chapitre B.6, LD 406 de 
l$OCDE) (13). Par ailleurs, en examinant la base de données de validation, 
limitée et essentiellement constituée de formulations de pesticides, on 
observe que l$ELGL donne plus de résultats positifs que l$essai sur 
cobayes pour ces types de substances (22). Concernant les formulations, 
il est cependant envisageable de tester des substances similaires aux effets 
connus en tant que substances étalons, afin de prouver que l$ELGL est 
efficace (voir paragraphe 16). Dans ces limites, l$ELGL est applicable à 
toute substance qui ne présente pas de propriétés susceptibles d$affecter la 
précision de l$essai. 

PRINCIPE DE L$ESSAI 

6. L$ELGL repose sur le principe que les sensibilisants induisent une prolifé
ration de lymphocytes dans les ganglions lymphatiques drainant le site de 
l$application de la substance d$essai. Cette prolifération est proportionnelle à 
la dose appliquée et à la puissance de l$allergène, et permet d$obtenir 
facilement une mesure quantitative de la sensibilisation. Pour mesurer la 
prolifération, on compare la prolifération moyenne de chaque groupe d$essai 
à la prolifération moyenne du groupe témoin traité avec le véhicule (TV). 
On calcule le quotient de la prolifération moyenne dans chaque groupe 
traité sur celle du TV, pour obtenir l$indice de stimulation (IS); si cette 
valeur est supérieure ou égale à 3, il est justifié de classer la substance 
d$essai comme substance ayant un pouvoir de sensibilisation cutanée. Les 
procédures décrites ici mesurent la prolifération cellulaire dans les ganglions 
lymphatiques auriculaires de drainage à l$aide d$un marquage radioactif in 
vivo. Il est toutefois possible de faire appel à d$autres paramètres pour 
évaluer le nombre de cellules en prolifération, à condition de respecter 
strictement les normes de performance (appendice 1). 
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DESCRIPTION DE L$ESSAI 

Choix des espèces animales 

7. L$espèce retenue pour cet essai est la souris. On utilise de jeunes femelles 
adultes, nullipares et non gravides, de souche CBA/Ca ou CBA/J. Au début 
de l$étude, les animaux sont âgés de 8 à 12 semaines et affichent une 
variation de poids minime entre eux n$excédant pas 20 % du poids 
moyen. Il est aussi possible d$utiliser d$autres souches ainsi que des 
mâles s$il existe suffisamment d$informations démontrant l$absence de 
différences significatives entre les souches et/ou les sexes en ce qui 
concerne la réaction à l$ELGL. 

Conditions d"hébergement et d"alimentation 

8. Les souris sont hébergées par groupes (23), sauf si une raison scientifique 
pertinente exige un encagement individuel. La température de l$animalerie 
est maintenue à 22 °C ± 3 °C. L$humidité relative atteint au moins 30 % et 
de préférence ne dépasse pas 70 % en dehors des moments où le local est 
nettoyé, l$idéal étant qu$elle soit maintenue aux alentours de 50-60 %. 
L$éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumière et 12 heures d$obs
curité. Les animaux peuvent être alimentés par un régime classique de 
laboratoire avec eau potable à satiété. 

Préparation des animaux 

9. Les animaux sont sélectionnés au hasard, marqués pour permettre leur 
identification individuelle (mais jamais sur l$oreille) et gardés dans leurs 
cages pendant au moins cinq jours avant le commencement du traitement 
afin qu$ils s$acclimatent aux conditions du laboratoire. Avant de commencer 
le traitement, on examine tous les animaux pour vérifier qu$ils ne présentent 
pas de lésions cutanées observables. 

Préparation des solutions d"essai 

10. Les substances et mélanges chimiques solides sont dissouts ou dispersés 
dans des solvants/véhicules puis dilués, s$il y a lieu, avant d$être appliqués 
sur l$oreille des souris. Les substances et mélanges chimiques liquides 
peuvent être appliqués purs ou préalablement dilués. Les substances et 
mélanges chimiques insolubles, comme ceux que l$on rencontre générale
ment dans les dispositifs médicaux, sont soumis à une extraction forcée à 
l$aide d$un solvant approprié pour faire ressortir tous les composants extrac
tibles qu$il est possible d$évaluer, avant l$application sur l$oreille des souris. 
Les substances d$essai sont préparées chaque jour à moins que les données 
concernant la stabilité ne démontrent qu$elles peuvent être stockées. 

Contrôle de la fiabilité 

11. Les témoins positifs (TP) servent à démontrer le bon fonctionnement de 
l$essai en répondant de manière adéquate et reproductible à une substance 
d$essai sensibilisante pour lequel l$ordre de grandeur des effets est bien 
connu. Il est recommandé d$inclure un TP concurrent puisqu$il démontre 
la capacité du laboratoire à mener chaque essai correctement, et permet 
d$évaluer la comparabilité et la reproductibilité intra- et interlaboratoires. 
Par ailleurs, dans la mesure où certaines autorités réglementaires exigent un 
TP dans chaque essai, les expérimentateurs sont encouragés à consulter les 
autorités concernées avant de mener l$ELGL. De même, le recours systé
matique à un TP concurrent est recommandé pour éviter d$avoir à réaliser 
des essais supplémentaires sur animaux, ce qui est parfois exigé lorsqu$un 
laboratoire se réfère à un TP testé périodiquement (voir paragraphe 12). Le 
TP doit réagir positivement à l$ELGL pour un niveau d$exposition supposé 
accroître l$indice de stimulation de plus. Le TP doit réagir positivement à 
l$ELGL pour un niveau d$exposition supposé accroître l$indice de 
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stimulation de plus de 3 points par rapport au groupe témoin négatif (TN). 
La dose de TP est choisie de manière à ne pas entraîner d$irritation cutanée 
excessive ou de toxicité systémique, l$induction devant être reproductible 
sans être exagérée (un IS > 20 est considéré comme excessif, par exemple). 
Les substances utilisées en priorité comme TP sont l$hexyl cinnamaldéhyde 
à 25 % (N o CAS [Chemical Abstracts Service] 101-86-0) dans un mélange 
acétone/huile d$olive (4:1, v/v), ainsi que le mercaptobenzothiazole 
(N o CAS 149-30-4) à 5 % dans le N,N-diméthylformamide (voir 
appendice 1, tableau 1). Dans certains cas, d$autres substances d$essai 
répondant aux critères susmentionnés pourront être employées comme 
témoins positifs, à condition que ce choix soit correctement justifié. 

12. Si l$inclusion d$un groupe TP concurrent demeure recommandée, dans 
certaines circonstances des essais périodiques (c$est-à-dire à intervalles 

 6 mois) du TP peuvent convenir pour des laboratoires menant régulière
ment (c$est-à-dire au moins une fois par mois) des ELGL et disposant d$une 
base de données de référence montrant que le laboratoire est apte à obtenir 
des résultats précis et reproductibles avec les TP. La capacité d$un labora
toire à mener l$ELGL est efficacement démontrée quand le TP déclenche 
des résultats positifs cohérents à l$issue d$un minimum de 10 essais indé
pendants étalés sur une période raisonnable (c$est-à-dire inférieure à un an). 

13. Il convient d$inclure un groupe TP concurrent à chaque fois que le proto
cole de l$ELGL est modifié (par exemple si des modifications interviennent 
au niveau du personnel qualifié, des composés et/ou réactifs utilisés pour la 
méthode d$essai, de l$équipement mis en #uvre ou de la source d$animaux 
d$expérience), et ces changements sont documentés dans les rapports de 
laboratoire. Il faudra tenir compte de l$impact de ces changements sur la 
validité des données de la base historique pour décider de l$opportunité 
d$établir une nouvelle base de données afin d$évaluer la cohérence des 
résultats relatifs au TP. 

14. Les investigateurs gardent à l$esprit que faire une étude de TP périodique
ment plutôt que systématiquement comme concurrent pèse sur la précision 
et l$acceptabilité des résultats négatifs obtenus à l$issue d$un essai sans TP 
concurrent réalisé dans l$intervalle entre chaque essai périodique du TP. Par 
exemple, si un essai périodique du TP donne un faux négatif, l$ensemble 
des résultats négatifs obtenus avec la substance d$essai depuis le dernier 
essai de TP valable pourront être remis en question. Il faut donc soigneu
sement considérer les implications de telles retombées avant de décider si 
les TP seront des concurrents systématiques ou s$ils feront l$objet d$essais 
périodiques. Par ailleurs, le nombre d$animaux du groupe TP concurrent est 
réduit si cela se justifie du point de vue scientifique et si le laboratoire 
démontre, en s$appuyant sur ses propres données historiques, que l$on peut 
utiliser moins de souris (12). 

15. Quoique le témoin positif doive être testé dans un véhicule déclenchant 
un effet constant (par exemple acétone/huile d$olive (4:1, v/v)], certaines 
situations réglementaires nécessitent aussi l$essai d$un véhicule moins 
courant (mélange cliniquement ou chimiquement pertinent) (24). Si le 
TP concurrent est testé avec un véhicule différent de celui de la subs
tance d$essai, il convient de mettre en place un essai témoin indépendant 
pour le véhicule du TP. 

16. Lorsqu$il s$agit d$évaluer des substances d$essai appartenant à une classe 
chimique particulière ou donnant des résultats situés dans une certaine 
fourchette, des substances étalons peuvent s$avérer utiles pour montrer 
que la méthode d$essai fonctionne correctement et permet de détecter le 
pouvoir de sensibilisation cutanée de ces types de substances. Les subs
tances étalons présentent les propriétés suivantes: 

� similitude structurale et fonctionnelle avec la catégorie des substances 
d$essai à tester, 

� caractéristiques physiques et chimiques connues, 

� données connues provenant de l$ELGL, 

� données connues provenant d$autres modèles animaux et/ou de l$être 
humain. 
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MODE OPÉRATOIRE 

Nombre d"animaux et doses 

17. On utilise au moins quatre animaux par groupe de dose, et un minimum de 
trois concentrations de la substance d$essai, ainsi qu$un groupe témoin 
négatif concurrent ne recevant que le véhicule de cette substance d$essai 
et un témoin positif (concurrent ou récent selon les pratiques du laboratoire, 
voir paragraphes 11-14). On peut envisager de tester différentes doses du 
témoin positif, en particulier quand celui-ci ne fait l$objet que d$essais 
périodiques. Mis à part l$absence de traitement par la substance d$essai, 
les animaux des groupes témoins sont manipulés et traités de la même 
manière que les animaux des groupes d$essai. 

18. La sélection des doses et du véhicule suit les recommandations données 
dans les références (3) et (5). Des doses successives sont normalement 
choisies dans une série de concentrations appropriée telle que 100 %, 
50 %, 25 %, 10 %, 5 %, 2,5 %, 1 %, 0,5 %, etc. Le choix de la série 
utilisée fait l$objet d$une justification scientifique. Le cas échéant, toutes 
les informations existantes d$ordre toxicologique (par exemple sur la toxi
cité aiguë et l$irritation cutanée), structural et physico-chimique sur la subs
tance d$essai en question (et/ou des analogues de structure) sont prises en 
compte pour choisir les trois concentrations successives de manière que la 
plus élevée d$entre elles offre une exposition maximale tout en évitant la 
toxicité systémique et/ou une irritation cutanée locale excessive (3) (25). En 
l$absence de telles informations, un essai préliminaire peut s$avérer néces
saire (voir paragraphes 21-24). 

19. Le véhicule ne doit pas perturber ou introduire un biais dans les résultats du 
test. Il est choisi de manière à optimiser la solubilité pour obtenir la concen
tration la plus élevée possible dans la préparation d$une solution/suspension 
adaptée à l$application de la substance d$essai. Les véhicules recommandés 
sont le mélange acétone/huile d$olive (4:1, v/v), le N,N-diméthylformamide, 
la méthyléthylcétone, le propylène glycol et le diméthylsulfoxyde (19) mais 
d$autres véhicules pourront également être utilisés à condition que ce choix 
soit suffisamment étayé sur le plan scientifique. Certaines situations récla
meront un témoin supplémentaire, à savoir un solvant qui se justifie sur le 
plan clinique ou le mélange dans lequel la substance d$essai est commer
cialisée. L$expérimentateur veillera tout particulièrement à ce que les subs
tances d$essai hydrophiles soient incorporées à un véhicule qui mouille la 
peau et ne ruisselle pas immédiatement, ce qui peut nécessiter l$ajout de 
solubilisants appropriés (par exemple Pluronic® L92 à 1 %). Il convient 
donc d$éviter les véhicules totalement aqueux. 

20. Le traitement des ganglions lymphatiques de chaque souris permet d$évaluer 
la variabilité entre individus et de comparer statistiquement les réponses 
induites par la substance d$essai et par le véhicule témoin (voir paragraphe 
35). En outre, il est envisageable de réduire le nombre d$animaux du groupe 
TP en se fondant sur des données individuelles (12). Du reste, certaines 
autorités réglementaires exigent la collecte de données pour chaque animal. 
D$autres autorités sont toutefois susceptibles d$accepter des données par 
groupe d$animaux, auquel cas le choix d$un relevé des résultats par 
animal ou par groupe est laissé à la discrétion des expérimentateurs. 

Essai préliminaire 

21. En l$absence d$informations permettant d$estimer la concentration d$essai 
maximale (voir paragraphe 18), il convient d$effectuer un essai préliminaire 
afin de déterminer le niveau des doses adaptées à l$ELGL. Cet essai préli
minaire aide à quantifier la dose maximale à mettre en #uvre dans l$ELGL 
lorsqu$on ne dispose pas d$informations sur la concentration induisant une 
toxicité systémique (voir paragraphe 24) et/ou une irritation cutanée locale 
excessive (voir paragraphe 23). Cette concentration maximum de la subs
tance d$essai est de 100 % pour les liquides, ou la plus élevée possible pour 
les solides et suspensions. 
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22. Les conditions de l$essai préliminaire sont les mêmes que celles de l$ELGL, 
à ceci près qu$il n$y a pas d$évaluation de la prolifération dans les ganglions 
lymphatiques et que l$on peut inclure moins d$animaux par groupe de dose. 
En effet, on suggère d$utiliser seulement un à deux individus par groupe de 
dose. Il convient d$examiner toutes les souris quotidiennement afin de 
déceler d$éventuels signes cliniques de toxicité systémique ou d$irritation 
locale sur le site d$application. Les poids corporels sont consignés préala
blement à l$essai et juste avant la fin (sixième jour). On examine les deux 
oreilles de chaque souris pour détecter la présence d$un éventuel érythème, 
le résultat étant noté conformément à l$échelle figurant dans le tableau 1 
(25). L$épaisseur de l$oreille est mesurée à l$aide d$une jauge d$épaisseur 
(par exemple micromètre numérique ou jauge d$épaisseur Peacock Dial) le 
premier jour (avant toute application), le troisième jour (environ 48 heures 
après la première dose) et le sixième jour. De plus, le sixième jour, cette 
épaisseur peut être déterminée à partir du poids d$un échantillon d$oreille, 
prélevé après l$euthanasie des animaux. Les irritations cutanées locales 
excessives se traduisent par une cotation de l$érythème  3 et/ou un épais
sissement de l$oreille d$au moins 25 %, quel que soit le jour de la mesure 
(26) (27). La dose maximale choisie pour l$ELGL principal est la dose 
immédiatement inférieure dans la série de concentrations utilisée pour 
l$essai préliminaire (voir paragraphe 18) qui n$induit pas une toxicité systé
mique et/ou une irritation cutanée locale excessive. 

Tableau 1 

Cotation de l"érythème 

Observation Résultat 

Pas d$érythème 0 

Érythème très léger (à peine perceptible) 1 

Érythème bien défini 2 

Érythème modéré à grave 3 

Érythème grave (rouge violacé) à formation d$escarre empê
chant la cotation de l$érythème 

4 

23. Outre un épaississement de l$oreille de 25 % (26) (27), toute augmentation 
statistiquement significative de l$épaisseur de l$oreille chez les souris trai
tées par rapport aux individus témoins permet aussi d$identifier les produits 
irritants dans l$ELGL (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Cependant, les 
augmentations statistiquement significatives inférieures à 25 % ne sont pas 
systématiquement associées à une irritation excessive (30) (32) (33) (34). 

24. Les observations cliniques suivantes peuvent indiquer une toxicité systé
mique (35) (36) dans le cadre d$une évaluation intégrée, et ainsi permettre 
d$estimer la dose maximale à utiliser dans l$ELGL principal: modifications 
des fonctions nerveuses (par exemple, piloérection, ataxie, tremblements et 
convulsions); changements du comportement (par exemple, agressivité, acti
vités de toilettage modifiées, changement marqué d$intensité de l$activité); 
troubles respiratoires (en termes de fréquence et d$intensité de la respiration, 
sous forme de dyspnée, halètements ou râles), et modifications de la 
consommation d$aliments et d$eau. En outre, l$évaluation prendra en 
compte les éléments suivants: signes de léthargie et/ou absence de récepti
vité, et tout signe clinique autre qu$une douleur ou un stress légers et 
passagers; baisse du poids corporel > 5 % entre le premier et le sixième 
jour; mortalité. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souf
france manifeste ou de détresse sévère et persistante sont euthanasiés (37). 
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Programme expérimental de l"étude principale 

25. Le programme expérimental se déroule comme suit: 

� Premier jour: Mesurer et consigner le poids de chaque animal ainsi que 
toute observation clinique. Appliquer 25 l d$une dilution adaptée de la 
substance d$essai, du véhicule seul ou du TP (concurrent ou récent 
selon les pratiques du laboratoire, voir paragraphes 11-15) au dos de 
chaque oreille. 

� Deuxième et troisième jours: Répéter la procédure d$application prati
quée le premier jour. 

� Quatrième et cinquième jours: Aucun traitement. 

� Sixième jour: Noter le poids de chaque animal. Injecter 250 l d$une 
solution tampon phosphate stérile [phosphate-buffered saline] (PBS) 
contenant 20 Ci (7,4 × 10 5 Bq) de ( 3 H)-méthylthymidine dans la 
veine caudale de toutes les souris traitées et témoins. Il est également 
possible d$injecter 250 L de PBS stérile contenant 2 Ci (7,4 × 10 4 

Bq) de 125 I-iododésoxyuridine et de la fluorodésoxyuridine à 10 -5 M 
dans la veine caudale de toutes les souris. Euthanasier les animaux cinq 
heures (5 h) plus tard. Exciser les ganglions lymphatiques auriculaires 
de drainage de chaque oreille de souris, puis placer ceux d$un même 
individu dans une solution de PBS (approche par animal), ou placer 
tous les ganglions lymphatiques d$un même groupe de traitement dans 
la même solution PBS (approche par groupe). Les détails et diagrammes 
relatifs à l$identification et à la dissection des ganglions lymphatiques 
sont présentés dans la référence (12). Pour approfondir le suivi de la 
réponse cutanée locale dans l$essai principal, des paramètres supplémen
taires comme la cotation de l$érythème auriculaire ou les mesures de 
l$épaisseur de l$oreille (obtenues à l$aide d$une jauge d$épaisseur ou par 
pesée d$échantillons d$oreilles après nécropsie) peuvent être inclus dans 
le protocole d$étude. 

Préparation des suspensions cellulaires 

26. Pour l$approche par animal comme pour l$approche par groupe, les cellules 
de ganglions lymphatiques (CGL) excisés bilatéralement sont dispersées par 
le biais d$une désagrégation mécanique douce à travers un tamis en acier 
inoxydable à 200 microns, ou de toute autre technique acceptable pour 
obtenir une suspension unicellulaire. Les CGL sont lavées deux fois avec 
un excès de PBS et l$ADN précipite par l$action d$acide trichloracétique à 
5 % à 4 °C pendant 18 heures (3). Les granules sont soit remis en suspen
sion dans 1 mL d$acide trichloracétique et transférés dans des flacons à 
scintillation contenant 10 mL de scintillateur liquide pour le comptage des 
3 H, soit transférés directement dans des tubes de comptage gamma pour le 
comptage de 125 I. 

Détermination de la prolifération cellulaire (radioactivité incorporée) 

27. L$incorporation de la 3 H-méthylthymidine se mesure par comptage à 
-scintillation en désintégrations par minute (DPM). L$incorporation de 

125 I-iododésoxyuridine, mesurée par comptage de 125 I, s$exprime également 
en DPM. En fonction de l$approche adoptée, l$incorporation s$exprimera en 
DPM/souris (approche par animal) ou en DPM/groupe de traitement 
(approche par groupe). 

ELGL simplifié (ELGLs) 

28. Si la réglementation demande de confirmer les prévisions négatives quant 
au pouvoir de sensibilisation cutanée, il est possible de mettre en #uvre 
l$ELGLs (16) (17) (18), qui requiert moins d$animaux, à condition de rester 
en conformité avec toutes les autres dispositions du protocole ELGL décrit 
dans la présente méthode d$essai. Tout recours à l$approche ELGL simpli
fiée doit être préalablement justifié, avec le détail des raisons scientifiques 
étayant ce choix. Si l$ELGLs donne une réponse positive ou équivoque, des 
essais supplémentaires peuvent s$avérer nécessaires pour interpréter ou 
clarifier le résultat. 
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29. La seule différence entre les méthodes ELGL et ELGLs est la réduction 
du nombre de groupes de dose; c$est pourquoi l$ELGLs ne livre pas 
d$informations sur la relation dose-effet. Par voie de conséquence, 
l$ELGLs ne saurait être appliqué lorsque des données sont nécessaires 
en la matière. Tout comme pour la méthode ELGL utilisant plusieurs 
doses, la concentration maximale de substance d$essai choisie pour 
l$ELGLs correspond à la concentration maximale n$induisant pas de toxi
cité systémique manifeste et/ou d$irritation cutanée locale excessive chez 
la souris (voir paragraphe 18). 

OBSERVATIONS 

Observations cliniques 

30. Au moins une fois par jour, l$expérimentateur examinera attentivement 
chaque souris afin de déceler d$éventuels signes cliniques, se traduisant 
par une irritation locale sur le site d$application ou une toxicité systémique. 
Toutes les observations sont systématiquement consignées pour chaque 
souris. Les programmes de suivi intègrent les critères permettant d$identifier 
rapidement les souris montrant des signes de toxicité systémique, d$irritation 
cutanée locale excessive ou de corrosion de la peau, afin qu$elles puissent 
être euthanasiées (37). 

Poids corporels 

31. Comme indiqué au paragraphe 25, le poids corporel de chaque animal est 
mesuré au début de l$essai et au moment programmé pour l$euthanasie. 

CALCUL DES RÉSULTATS 

32. Les résultats obtenus pour chaque groupe de traitement sont exprimés par 
un indice de stimulation (IS). Pour l$approche par animal, cet IS s$obtient 
en divisant la moyenne des DPM/souris dans chaque groupe ayant reçu la 
substance d$essai ou le TP par la moyenne des DPM/souris dans le groupe 
témoin traité avec le solvant/véhicule. L$indice de stimulation moyen pour 
les témoins traités avec le véhicule est alors égal à 1. Pour l$approche par 
groupe, l$IS s$obtient en divisant l$incorporation du produit radiomarqué 
dans chaque groupe de traitement par l$incorporation observée dans le 
groupe témoin traité avec le solvant/véhicule: on obtient alors un IS moyen. 

33. Un résultat est considéré comme positif lorsque l$indice de stimulation est 
supérieur ou égal à 3. Toutefois, l$intensité de la relation dose-effet, la 
signification statistique et la cohérence des réponses obtenues avec le 
solvant/véhicule et le TP constituent autant de facteurs pour décider si un 
résultat limite est jugé positif (4) (5) (6). 

34. Pour clarifier les résultats, diverses propriétés de la substance d$essai sont 
prises en compte, parmi lesquelles une éventuelle analogie structurelle avec 
des sensibilisants cutanés connus, le déclenchement d$une irritation cutanée 
excessive chez la souris, et la nature de la relation dose-effet observée. Ces 
considérations, ainsi que d$autres, sont examinées en détail dans un autre 
document (7). 

35. Le relevé des données radioactives pour chaque souris permet de déterminer 
statistiquement l$existence et l$importance d$une relation dose-effet dans les 
résultats. Tout traitement statistique peut comprendre une évaluation de la 
relation dose-effet ainsi que des comparaisons des groupes d$essai convena
blement adaptées (par exemple comparaison par paires des groupes de dose 
avec le groupe solvant/véhicule témoin concurrent). Les analyses statis
tiques peuvent notamment inclure une régression linéaire ou le test de 
Williams pour étudier la fonction dose-effet, ainsi que le test de Dunnett 
pour les comparaisons par paires. Pour choisir une méthode appropriée 
d$analyse statistique, le chercheur doit être conscient du risque d$inégalité 
des variances et d$autres problèmes connexes qui pourraient nécessiter une 
transformation des données ou une analyse statistique non paramétrique. 
Quoi qu$il en soit, l$investigateur peut être amené à calculer les indices 
de stimulation et effectuer les traitements statistiques avec ou sans certains 
points de données (parfois appelés «valeurs aberrantes»). 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 

Résultats 

36. Les résultats sont récapitulés sous forme de tableau. Avec l$approche par 
animal, indiquer les DPM relevées pour chaque individu, la moyenne des 
DPM/souris du groupe, la marge d$erreur associée (par exemple, écart type, 
erreur type de la moyenne) et l$indice de stimulation moyen pour chaque 
groupe de dose par rapport au groupe solvant/véhicule témoin concurrent. 
Avec l$approche par groupe, indiquer la moyenne et la médiane des DPM 
ainsi que la moyenne des IS de chaque groupe de dose par rapport au 
groupe solvant/véhicule témoin concurrent. 

Rapport d"essai 

37. Le rapport d$essai contient les informations suivantes: 

Substance d$essai et substances témoins: 

� données d$identification (par exemple numéro CAS et numéros CE, 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 consti
tuants. 

Solvant/véhicule: 

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

� justification du choix du véhicule. 

Animaux d$essai: 

� source des souris CBA, 

� état microbiologique des animaux, s$il est connu, 

� nombre et âge des animaux, 

� source, conditions d$encagement, régime alimentaire, etc. 

Conditions d$essai: 

� détails concernant la préparation et l$application de la substance d$essai, 

� justification du choix des doses (y compris résultats de l$essai prélimi
naire, le cas échéant), 

� concentrations utilisées pour le véhicule et la substance d$essai, et quan
tité totale de substance d$essai appliquée, 

� détails concernant la nourriture et la qualité de l$eau (y compris type et 
source de nourriture, et provenance de l$eau), 

� détails concernant le programme de traitement et d$échantillonnage, 

� méthodes de détermination de la toxicité, 

� critères de décision concernant les études positives ou négatives, 

� détails concernant tout écart par rapport au protocole et explication de la 
manière dont l$écart modifie la conception de l$essai et ses résultats. 

Vérification de la fiabilité: 

� résumé des résultats du dernier test de fiabilité, notamment informations 
sur la substance d$essai, sa concentration et le véhicule utilisé, 

� résultats du laboratoire pour le TP concurrent et/ou historique ainsi que 
pour le TN concurrent, 

M3 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 611



 

� en l$absence d$un TP concurrent, date et rapport de laboratoire du 
dernier essai périodique du TP, et rapport détaillant les résultats histo
riques du TP spécifiques au laboratoire de manière à justifier pourquoi 
aucun TP concurrent n$a été mis en #uvre. 

Résultats: 

� poids corporel de chaque souris au début du traitement et au moment 
programmé pour l$euthanasie; moyenne et marge d$erreur associée 
(par exemple, écart type, erreur type de la moyenne) pour chaque 
groupe de dose, 

� moment du déclenchement des effets et signes de toxicité, y compris 
l$irritation cutanée sur le site d$administration, pour chaque animal, 

� tableau des DPM et IS pour chaque souris (approche par animal) ou 
moyenne et médiane des DPM et IS (approche par groupe) pour chaque 
groupe de traitement, 

� moyenne et marge d$erreur associée (par exemple, écart type, erreur 
type de la moyenne) des DPM/souris pour chaque groupe de dose, et 
résultats de l$analyse des valeurs aberrantes au sein de chacun d$eux en 
cas d$approche par animal, 

� indices de stimulation obtenus, et détermination appropriée de la varia
bilité prenant en compte les variations entre animaux à la fois dans les 
groupes ayant reçu la substance d$essai et dans les groupes témoins, en 
cas d$approche par groupe, 

� relation dose-effet, 

� analyses statistiques, s$il y a lieu. 

Discussion des résultats: 

� bref commentaire sur les résultats, analyse de la relation dose-effet et 
analyses statistiques, s$il y a lieu, et conclusion quant au fait de savoir si 
la substance d$essai doit être considérée comme un sensibilisant cutané. 
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Appendice 1 

Normes de performance pour l"évaluation des méthodes d"ELGL similaires 
ou modifiées proposées pour les essais de sensibilisation cutanée 

INTRODUCTION 

1. L$objectif des normes de performance est d$indiquer sur quelles bases 
évaluer la précision et la fiabilité de nouvelles méthodes d$essai vis-à-vis 
d$objectifs définis, que ces méthodes soient protégées ou non (par des droits 
d$auteur, une marque déposée ou un enregistrement). Conçues à partir de 
méthodes d$essai validées et acceptées, ces normes peuvent également servir 
à évaluer la précision et la fiabilité de méthodes analogues (aussi appelées 
«répliques d$essais») fondées sur des principes scientifiques similaires et 
permettant de quantifier ou prévoir le même effet biologique ou toxique (14). 

2. Avant d$adopter des méthodes modifiées, c$est-à-dire des améliorations 
proposées d$une méthode d$essai approuvée, il convient de déterminer 
quel peut être l$effet des modifications envisagées sur les performances 
de l$essai, et dans quelle mesure ces modifications influent sur les infor
mations disponibles pour les autres éléments du processus de validation. 
En fonction du nombre et de la nature des changements proposés, des 
données générées et des documents justificatifs associés, le processus de 
validation est le même que pour un nouvel essai ou, le cas échéant, limité 
à une évaluation de la fiabilité et de la pertinence sur la base des normes 
de performance établies (14). 

3. La fiabilité et la précision des méthodes similaires ou modifiées proposées 
dans la présente méthode d$essai sont évaluées à l$aide de produits 
chimiques représentant l$éventail complet des résultats de l$ELGL. Afin 
d$éviter toute utilisation injustifiée d$animaux, il est fortement conseillé 
aux concepteurs de modèles de contacter les autorités appropriées avant 
d$entamer les études de validation conformément aux normes de perfor
mance et orientations fournies dans la présente méthode d$essai. 

4. Ces normes de performance, qui sont fondées sur les normes harmonisées 
émanant du comité de coordination interagences pour la validation des 
méthodes alternatives (ICCVAM) aux États-Unis, du Centre européen pour 
la validation des méthodes alternatives (ECVAM) et du Centre japonais pour 
la validation des méthodes alternatives (JaCVAM) (12), permettent d$évaluer 
la validité de versions de l$ELGL similaires ou modifiées. Les normes de 
performance comprennent les éléments essentiels de la méthode d$essai, les 
produits chimiques de référence recommandés, et les minima requis en 
termes de précision et de fiabilité. 

I. Éléments essentiels de la méthode d"essai 

5. Pour s$assurer qu$une méthode d$ELGL similaire ou modifiée est fonction
nellement et structurellement similaire à l$ELGL et qu$elle mesure le même 
effet biologique, il convient d$inclure les éléments suivants dans le protocole 
d$essai: 

� la substance d$essai est appliquée localement sur les deux oreilles de la 
souris, 

� la prolifération des lymphocytes est quantifiée dans les ganglions 
lymphatiques qui drainent le site de l$application de la substance d$essai, 

� la prolifération des lymphocytes est mesurée pendant la phase d$induc
tion de la sensibilisation cutanée, 

M3 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 616



 

� la dose maximale choisie pour la substance d$essai est la concentration 
maximale ne provoquant pas de toxicité systémique et/ou d$irritation 
cutanée locale excessive chez la souris. Pour les produits chimiques de 
référence positifs, la dose maximale doit être supérieure ou égale aux 
CE3 de l$ELGL pour les produits chimiques de référence correspondants 
(voir tableau 1) sans pour autant induire de toxicité systémique et/ou 
d$irritation cutanée locale excessive chez la souris, 

� chaque étude comprend un véhicule témoin concurrent et, s$il y a lieu, un 
témoin positif concurrent, 

� chaque groupe de dose comprend au moins quatre animaux, 

� les données peuvent être collectées par animal ou par groupe d$animaux. 

En cas de non-respect d$un de ces critères, les présentes normes de perfor
mance ne permettent pas de valider les méthodes similaires ou modifiées. 

II. Liste minimale de produits chimiques de référence 

6. On trouve dans les normes de performance harmonisées émanant du Comité 
de coordination interagences pour la validation des méthodes 
alternatives (ICCVAM) aux États-Unis, du Centre européen pour la valida
tion des méthodes alternatives (ECVAM) et du Centre japonais pour la 
validation des méthodes alternatives (JaCVAM) (12) un minimum de 18 
produits chimiques de référence à utiliser, auxquelles s$ajoutent quatre 
autres substances de référence facultatives. Ces quatre substances donnent 
des faux positifs ou faux négatifs avec l$ELGL, ce qui n$arrive pas avec les 
essais sur l$homme ou le cobaye (chapitre B.6 ou LD 406 de l$OCDE) (13), 
et permet de démontrer une performance supérieure ou égale à celle de 
l$ELGL. Le choix de ces produits chimiques s$appuie sur les critères 
suivants: 

� la liste de produits chimiques de référence représente, d$une part, les 
types de substances dont on teste généralement le pouvoir de sensibili
sation cutanée et, d$autre part, l$éventail des effets détectables ou prévi
sibles par l$ELGL, 

� ces substances présentent des structures chimiques bien définies, 

� des données ELGL provenant d$essais sur cobayes (d$après le 
chapitre B.6, LD 406 de l$OCDE) (13) et (si possible) sur l$homme 
sont disponibles pour chaque substance, et 

� ces substances sont disponibles dans le commerce. 

La liste des produits chimiques de référence recommandés est présentée dans 
le tableau 1. Les études utilisant les produits chimiques de référence 
proposés sont mises en #uvre avec le véhicule correspondant indiqué sur 
la liste du tableau 1. Si l$une des substances de référence de la liste n$est pas 
disponible, il est possible de recourir à d$autres substances répondant aux 
critères de sélection susmentionnés, en justifiant la démarche de manière 
appropriée. 
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Tableau 1 

Produits chimiques de référence recommandés pour les normes de performance ELGL 

Numéro Produit chimique ( 1 ) N o CAS État Véh ( 2 ) CE3 % ( 3 ) N ( 4 ) 
0,5 x CE3 - 2,0 x 

CE3 

Fourchette 
des CE3 
mesurées 

ELGL vs. 
cobaye 

ELGL vs. 
homme 

1 5-chloro-2-méthyl-4-isothiazolin-3-one (CMI)/2- 
méthyl-4-isothiazolin-3-one (MI) ( 5 ) 

26172-55-4/ 
2682-20-4 

Liq DMF 0,009 1 0,0045-0,018 NC +/+ +/+ 

2 DNCB 97-00-7 Sol AHO 0,049 15 0,025-0,099 0,02-0,094 +/+ +/+ 

3 4-phénylènediamine 106-50-3 Sol AHO 0,11 6 0,055-0,22 0,07-0,16 +/+ +/+ 

4 chlorure de cobalt 7646-79-9 Sol DMSO 0,6 2 0,3-1,2 0,4-0,8 +/+ +/+ 

5 isoeugénol 97-54-1 Liq AHO 1,5 47 0,77-3,1 0,5-3,3 +/+ +/+ 

6 2-mercaptobenzothiazole 149-30-4 Sol DMF 1,7 1 0,85-3,4 NC +/+ +/+ 

7 citral 5392-40-5 Liq AHO 9,2 6 4,6-18,3 5,1-13 +/+ +/+ 

8 HCA 101-86-0 Liq AHO 9,7 21 4,8-19,5 4,4-14,7 +/+ +/+ 

9 eugénol 97-53-0 Liq AHO 10,1 11 5,05-20,2 4,9-15 +/+ +/+ 

10 benzoate de phényle 93-99-2 Sol AHO 13,6 3 6,8-27,2 1,2-20 +/+ +/+ 

11 alcool cinnamique 104-54-1 Sol AHO 21 1 10,5-42 NC +/+ +/+ 

12 imidazolidinylurée 39236-46-9 Sol DMF 24 1 12-48 NC +/+ +/+ 

13 méthacrylate de méthyle 80-62-6 Liq AHO 90 1 45-100 NC +/+ +/+ 

14 chlorobenzène 108-90-7 Liq AHO 25 1 n.a. n.a. "/" "/ (*) 

15 isopropanol 67-63-0 Liq AHO 50 1 n.a. n.a. "/" "/+
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Numéro Produit chimique ( 1 ) N o CAS État Véh ( 2 ) CE3 % ( 3 ) N ( 4 ) 
0,5 x CE3 - 2,0 x 

CE3 

Fourchette 
des CE3 
mesurées 

ELGL vs. 
cobaye 

ELGL vs. 
homme 

16 acide lactique 50-21-5 Liq DMSO 25 1 n.a. n.a. "/" "/ (*) 

17 salicylate de méthyle 119-36-8 Liq AHO 20 9 n.a. n.a. "/" "/" 

18 acide salicylique 69-72-7 Sol AHO 25 1 n.a. n.a. "/" "/" 

Substances facultatives démontrant une amélioration des performances par rapport à l$ELGL 

19 sodium lauryl sulfate 151-21-3 Sol DMF 8,1 5 4,05-16,2 1,5-17,1 +/" +/" 

20 diméthacrylate d$éthylène glycol 97-90-5 Liq MEC 28 1 14-56 NC +/" +/+ 

21 xylène 1330-20-7 Liq AHO 95,8 1 47,9-100 NC +/ (**) +/" 

22 chlorure de nickel 7718-54-9 Sol DMSO 5 2 n.a. n.a. "/+ "/+ 

Abréviations: AHO = acétone/huile d$olive (4:1, v/v); N o CAS = Numéro attribué par le Chemical Abstracts Service; DMF = N,N-diméthylformamide; DMSO = diméthylsulfoxyde; DNCB = 2,4-dinitrochlorobenzène; CE3 = 
concentration estimée nécessaire pour produire un indice de stimulation de 3; cobaye = résultats obtenus sur cobayes (d$après B.6 ou la LD 406 de l$OCDE) (13); HCA = hexyl cinnamaldéhyde; Liq = liquide; ELGL = résultats 
sur murins de l$essai de stimulation locale des ganglions lymphatiques (d$après B.42 ou la LD 429 de l$OCDE) (1); MEC = méthyléthylcétone; n.a. = non applicable puisque l$indice de stimulation est inférieur à 3; NC = non 
calculée puisque les données proviennent d$une seule étude; Sol = solide; Véh = véhicule d$essai. 
(*) Supposé non sensibilisant chez l$homme, dans la mesure où: on ne repère aucun résultat d$essai clinique épicutané; le produit n$est pas compris dans les kits de test épicutané des allergènes; on ne trouve aucun rapport de cas 

faisant état d$une sensibilisation chez l$homme. 
(**) Données sur cobayes indisponibles. 
( 1 ) Les produits chimiques sont préparés chaque jour à moins que les données concernant la stabilité ne démontrent qu$on peut les stocker. 
( 2 ) En raison de l$impact éventuel des différents véhicules sur la performance de l$ELGL, il convient d$utiliser le véhicule recommandé pour chaque produit chimique de référence (24) (32). 
( 3 ) Il s$agit d$une valeur moyenne lorsque plusieurs CE3 sont disponibles. Pour les substances négatives (indice de stimulation < 3), la concentration maximale de l$essai est fournie. 
( 4 ) Nombre d$études ELGL dont découlent les données. 
( 5 ) Disponible dans le commerce sous forme de Kathon CG (N o CAS 55965-84-9), un mélange de CMI et MI à 3:1. Les concentrations relatives de ces composés sont situées entre 1,1 % et 1,25 % pour la CMI, 0,3 % et 

0,45 % pour la MI. Les composés inactifs sont des sels de magnésium (21,5 % à 24 %) et le nitrate de cuivre (0,15 % à 0,17 %), le reste de la formulation étant constitué de 74 % à 77 % d$eau. Le Kathon CG est 
disponible chez Sigma-Aldrich et Rohm and Haas (devenu Dow Chemical Corporation).



 

III. Normes de fiabilité et de précision 

7. La précision d$une méthode d$ELGL similaire ou modifiée se doit d$égaler 
au moins les minima des normes ELGL dans le cadre d$une évaluation 
effectuée à l$aide des 18 produits chimiques de référence au minimum à 
utiliser. La méthode d$essai modifiée ou nouvelle devrait permettre de 
classer correctement les substances comme étant positives ou négatives. 
Cependant, elle ne devrait pas forcément permettre de classer comme il 
convient l$ensemble des 18 produits chimiques de référence au minimum à 
utiliser. Si, par exemple, l$un des sensibilisants légers est mal classé, l$essai 
pourra toutefois être considéré comme présentant des performances équiva
lentes à condition de fournir les raisons expliquant cette conclusion erronée, 
ainsi que des données supplémentaires pertinentes (par exemple des résultats 
corrects obtenus pour d$autres substances dont les propriétés physiques, 
chimiques et sensibilisantes sont analogues à celles du produit chimique 
de référence). Dans ces conditions, la validation d$une telle méthode 
d$ELGL modifiée ou nouvelle fera l$objet d$un examen au cas par cas. 

Reproductibilité intralaboratoire 

8. La reproductibilité intralaboratoire d$une méthode d$ELGL modifiée ou 
nouvelle est déterminée à l$aide d$un sensibilisant bien caractérisé par 
ELGL. En conséquence, les normes de performance de l$ELGL s$appuient 
sur la variabilité des résultats obtenus lors d$essais répétés avec de l$hexyl 
cinnamaldéhyde (HCA). La reproductibilité intralaboratoire est évaluée par 
comparaison des concentrations estimées minimales (CEm) obtenues avec 
l$HCA lors de quatre essais répétés à intervalles d$une semaine au moins. 
Cette reproductibilité intralaboratoire est jugée acceptable lorsqu$un labora
toire parvient à obtenir des CEm situées entre 5 % et 20 % pour chaque 
essai avec l$HCA, ce qui correspond à 0,5-2,0 fois la CE3 moyenne spécifiée 
pour l$HCA (10 %) dans l$ELGL (voir tableau 1). 

Reproductibilité interlaboratoires 

9. La reproductibilité interlaboratoires d$une méthode d$ELGL modifiée ou 
nouvelle est déterminée à l$aide de deux sensibilisants bien caractérisés 
par ELGL. Les normes ELGL s$appuient sur la variabilité des résultats 
d$essais effectués sur l$HCA et le 2,4-dinitrochlorobenzène (DNCB) dans 
différents laboratoires. Les CEm respectives découlent d$études individuelles 
menées dans au moins trois laboratoires séparés. La reproductibilité inter
laboratoires est jugée acceptable lorsque chaque laboratoire obtient des CEm 
situées entre 5 % et 20 % pour chaque essai avec l$HCA et entre 0,025 % et 
0,1 % pour le DNCB, ce qui correspond à 0,5-2,0 fois la CE3 moyenne 
spécifiée respectivement pour l$HCA (10 %) et le DCNB (0,05 %) dans 
l$ELGL (voir tableau 1). 
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Appendice 2 

Définitions 

Assurance qualité: procédé de gestion dans lequel le respect des normes d$essai, 
des obligations du laboratoire et des procédures d$enregistrement des données, 
ainsi que la précision du transfert des données, sont évalués par des personnes 
indépendantes de celles qui réalisent les essais. 

Concentration estimée minimale (CEm): concentration estimée d$une substance 
d$essai nécessaire pour produire un indice de stimulation indiquant une réponse 
positive. 

Concentration estimée trois (CE3): concentration estimée d$une substance d$essai 
nécessaire pour produire une réponse correspondant à un indice de stimulation 
égal à trois. 

Faux négatif: substance d$essai identifiée à tort comme négative ou inactive à 
l$issue de l$essai, alors qu$elle est en fait positive ou active (14). 

Faux positif: substance d$essai identifiée à tort comme positive ou active à l$issue 
de l$essai, alors qu$elle est en fait négative ou inactive (14). 

Fiabilité: mesure dans laquelle la mise en #uvre d$une méthode d$essai peut être 
reproduite au fil du temps par un même laboratoire ou par plusieurs laboratoires 
en utilisant le même protocole. Elle est évaluée en calculant la reproductibilité 
intralaboratoire et interlaboratoires (14). 

Indice de stimulation (IS): paramètre d$évaluation du potentiel de sensibilisation 
cutanée d$une substance d$essai, calculé comme le quotient de la prolifération 
mesurée dans les groupes traités sur celle du groupe témoin concurrent recevant 
le véhicule. 

Méthode d!essai protégée: méthode d$essai dont la fabrication et la distribution 
sont protégées par des brevets, droits d$auteur, marques, etc. 

Méthode d!essai validée: méthode d$essai ayant fait l$objet d$études de validation 
visant à déterminer sa pertinence (notamment sa précision) et sa fiabilité à des 
fins spécifiques. Il importe de noter que les performances d$une méthode d$essai 
validée peuvent être insuffisantes en termes de précision et de fiabilité pour 
qu$elle soit jugée acceptable pour les besoins envisagés (14). 

Normes de performance: normes, fondées sur une méthode d$essai validée, 
permettant d$évaluer la comparabilité d$une méthode d$essai proposée, structu
rellement et fonctionnellement similaire. Elles comprennent: i) les éléments 
essentiels de la méthode d$essai; ii) une liste minimale de produits chimiques 
de référence choisis parmi ceux utilisés pour démontrer les performances accep
tables de la méthode d$essai validée; et iii) les niveaux de précision et de 
fiabilité, similaires à ceux obtenus pour la méthode d$essai validée, que la 
méthode d$essai proposée doit présenter lorsqu$on l$évalue à l$aide des produits 
chimiques de référence de la liste minimale (14). 

Pertinence: description de la relation entre l$essai et l$effet étudié, et détermi
nation de son adéquation et de son utilité à des fins spécifiques. Elle définit 
le degré auquel l$essai mesure ou prédit correctement l$effet biologique d$in
térêt. La pertinence tient compte de la précision (concordance) d$une méthode 
d$essai (14). 

Précision: degré de conformité entre les résultats de la méthode d$essai et les 
valeurs de référence acceptées. Elle constitue une mesure de performance de la 
méthode d$essai et l$un des aspects de sa pertinence. Ce terme est souvent utilisé 
indifféremment à la place de «concordance» pour qualifier la proportion de 
résultats corrects d$une méthode d$essai (14). 

Produits chimiques de référence: produits chimiques choisis pour être utilisés 
dans le processus de validation, dont les réponses dans le système d$essai de 
référence in vitro ou in vivo ou sur l$espèce d$intérêt sont déjà connues. Ils 
doivent être représentatifs des classes de produits chimiques auxquelles il est 
prévu d$appliquer la méthode d$essai, et couvrir la gamme complète des réponses 
attendues des produits chimiques pour lesquels elle est conçue, qu$elles soient 
fortes, faibles ou négatives. Les différentes étapes du processus de validation, 
ainsi que différentes méthodes d$essai et utilisations d$essais, peuvent exiger des 
groupes de produits chimiques de référence différents (14). 
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Réplique d!essai: méthode d$essai structurellement et fonctionnellement similaire 
à une méthode de référence validée et acceptée. Une telle méthode d$essai peut 
éventuellement faire l$objet d$une validation accélérée. Synonyme de méthode 
d$essai similaire (14). 

Reproductibilité interlaboratoires: mesure du degré auquel différents laboratoires 
qualifiés qui emploient le même protocole et testent les mêmes substances d$essai 
peuvent produire des résultats similaires en termes de qualité et de quantité. La 
reproductibilité interlaboratoires est déterminée au cours des processus de préva
lidation et de validation, et indique dans quelle mesure un essai peut être trans
féré sans problème entre laboratoires. On parle aussi de reproductibilité entre 
laboratoires (14). 

Reproductibilité intralaboratoire: détermination du degré auquel divers membres 
du personnel qualifié d$un même laboratoire réussissent à obtenir des résultats 
identiques en ayant recours à un protocole spécifique à des moments différents. 
On parle aussi de reproductibilité au sein du laboratoire (14). 

Risque: éventualité d$un effet indésirable sur la santé ou l$environnement. L$effet 
indésirable se manifeste uniquement lorsque le niveau d$exposition est suffisant. 

Sensibilisation cutanée: processus immunologique résultant de l$exposition 
topique d$un sujet sensible à un allergène chimique inducteur, et qui se traduit 
par une réaction immunologique cutanée pouvant entraîner le développement 
d$une sensibilisation de contact. 

Substance d!essai (également dénommée substance chimique d!essai): toute subs
tance et tout mélange testés selon la présente méthode d$essai. 

Substance étalon: substance sensibilisante ou non sensibilisante utilisée comme 
référence pour comparer les effets d$une substance d$essai. Une substance étalon 
doit posséder les propriétés suivantes: i) provenir d$une ou de plusieurs sources 
régulières et fiables; ii) présenter une similitude structurale et fonctionnelle avec 
la classe des substances testées; iii) posséder des caractéristiques 
physico-chimiques connues; iv) être accompagnée de données confirmant ses 
effets connus; et v) avoir une puissance connue dans l$intervalle de la réponse 
désirée. 

Valeur aberrante: une valeur aberrante est une valeur observée qui diffère nette
ment des autres valeurs dans un échantillon aléatoire d$une population. 
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B.43. ÉTUDE DE NEUROTOXICITÉ CHEZ LES RONGEURS 

1. MÉTHODE 

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

Cette méthode d'essai a été conçue dans le but de recueillir des 
données permettant de confirmer ou de mieux caractériser la neuro
toxicité potentielle d'une substance pour des animaux adultes. Elle 
peut être utilisée en association avec d'autres méthodes d'essai dans 
le cadre d'études de toxicité à dose répétée ou seule, en tant qu'étude 
indépendante. Il est recommandé de consulter le document d'orien
tation de l'OCDE sur les stratégies d'essais en matière de neurotoxi
cité (1). Cette recommandation est particulièrement 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 à un 
cas spécifique. 

L'évaluation de la neurotoxicité développementale n'est pas l'objet de 
la présente méthode. 

1.1. INTRODUCTION 

Dans l'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 
à dose répétée permet déjà un premier tri des substances potentiel
lement neurotoxiques. La présente méthode peut être utilisée pour 
obtenir des informations complémentaires sur les effets neuro
toxiques observés dans les études de toxicité systémique à dose 
répétée, et éventuellement pour confirmer ces effets. Cependant, la 
neurotoxicité potentielle de substances appartenant à certaines caté
gories pourra être évaluée de façon plus appropriée en appliquant 
directement la présente méthode, sans recueillir au préalable les 
indications qui peuvent être fournies par les études de toxicité systé
mique à dose répétée. Ce sera notamment le cas lorsque: 

� des signes de neurotoxicité ou des lésions neuropathologiques 
sont observés dans des études de toxicité autres que des études 
de toxicité systémique à 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 être utile dans d'autres cas; voir référence 
(1) pour plus de détails. 

Cette méthode a été conçue de manière à pouvoir être adaptée, en 
fonction des besoins spécifiques, aussi bien pour confirmer la neuro
toxicité histopathologique d'une substance chimique ou sa neurotoxi
cité sur le plan du comportement que pour caractériser et quantifier 
les neurotoxiques. 
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Autrefois, la neurotoxicité était assimilée à une forme de neuropathie 
englobant des lésions neuropathologiques ou des dysfonctionnements 
neurologiques tels que apoplexie, paralysie ou tremblements. Bien 
que la neuropathie soit une manifestation importante de la neurotoxi
cité, il apparaît aujourd'hui clairement qu'il existe de nombreux 
autres signes de toxicité pour le système 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 à détecter, chez les 
rongeurs adultes, les effets importants sur le comportement et les 
effets neuropathologiques. Bien que des effets sur le comportement, 
même s'ils ne sont pas accompagnés de changements morpholo
giques, puissent révéler un impact néfaste sur l'organisme, les chan
gements de comportement ne sont pas tous spécifiques du système 
nerveux. Par conséquent, tout changement observé doit être évalué 
par rapport aux données histopathologiques, hématologiques ou 
biochimiques correspondantes et aux résultats d'autres études de toxi
cité 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 être étayées par des 
études électrophysiologiques et/ou biochimiques (1) (2) (3) (4). 

Les agents neurotoxiques peuvent agir sur différentes cibles dans le 
système nerveux, et cela par différents mécanismes. Comme il est 
impossible de concevoir une seule série d'essais permettant d'évaluer 
de manière approfondie le potentiel neurotoxique de toutes les subs
tances, il peut s'avérer nécessaire de mettre en #uvre 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 l'OCDE sur les stratégies et les 
méthodes d'essais en matière de neurotoxicité, à concevoir des études 
destinées à mieux caractériser la relation dose-effet ou à en améliorer 
la sensibilité, en vue d'obtenir une meilleure estimation de la concen
tration 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) neuro
toxiques ou pour compléter des données déjà fournies par l'applica
tion de protocoles de base d'observations du comportement et d'ob
servations neuropathologiques. Lors de ces études, il est inutile de 
chercher à obtenir en double des données qui seraient de toute façon 
obtenues en suivant les protocoles préconisés par cette méthode, si 
ces données sont déjà disponibles et ne sont pas nécessaires pour 
l'interprétation des résultats de l'étude. 

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

� déterminer si les effets de la substance chimique sur le système 
nerveux sont permanents ou réversibles, 

� mieux caractériser les altérations du système nerveux qui sont 
liées à l'exposition à la substance et faciliter la compréhension 
du mécanisme sous-jacent, 
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� 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 à établir les critères 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 recom
mandées s'imposent. Le choix de la voie d'administration est dicté 
par les circonstances de l'exposition humaine et par les informations 
toxicologiques ou cinétiques disponibles. 

1.2. DÉFINITIONS 

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

Neurotoxicité: une altération de la structure ou de la fonction du 
système nerveux qui est la conséquence d'une exposition à un agent 
chimique, biologique ou physique. 

Agent neurotoxique: tout agent chimique, biologique ou physique 
capable d'induire une neurotoxicité. 

CSENO: concentration maximale dans effet nocif observé, c'est-à- 
dire la dose la plus élevée à laquelle aucun effet nocif imputable au 
traitement n'est observé. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance à tester est administrée par voie orale à différents 
niveaux de dose à plusieurs groupes de rongeurs. L'administration 
se fait généralement à doses répétées sur une période qui peut être de 
28 jours, de 90 jours (étude subchronique) ou d'une année ou plus 
(étude chronique). Les procédures décrites dans cette méthode 
peuvent également être appliquées dans le cas d'une étude de neuro
toxicité aiguë. Les animaux sont soumis à l'essai afin de détecter ou 
de caractériser des anomalies de comportement ou d'ordre neurolo
gique. Au cours de chaque période d'observation, différents aspects 
du comportement qui pourraient être indicatifs d'une atteinte neuro
toxique sont évalués. À 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 épinière et des nerfs périphériques sont 
préparées et examinées. 

Lorsque l'étude est conduite de façon indépendante pour dépister une 
neurotoxicité ou caractériser des effets neurotoxiques, les animaux de 
chaque groupe qui ne sont pas utilisés pour la perfusion et l'examen 
histopathologique (voir tableau 1) peuvent servir pour des examens 
du comportement et des examens neuropathologiques, neurochi
miques ou électrophysiologiques qui permettent de compléter les 
données recueillies dans les observations de base préconisées par 
la présente méthode (1). Ces examens complémentaires peuvent 
être particulièrement utiles lorsque des observations empiriques ou 
des effets escomptés laissent prévoir un type spécifique de neuro
toxicité 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 à doses répétées chez les rongeurs. 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 625



 

Lorsque les procédures de la présente méthode d'essai sont combi
nées avec celles d'autres méthodes, il faut prévoir un nombre suffi
sant d'animaux pour pouvoir effectuer les observations requises par 
les deux études. 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Choix de l'espèce animale 

Le rat est l'espèce préférée, mais d'autres espèces de rongeurs 
peuvent être utilisées moyennant justification du choix. Il convient 
de recourir aux souches couramment utilisées en laboratoire. Les 
animaux doivent être adultes, jeunes et sains. Les femelles doivent 
être nullipares et non gravides. L'administration des doses doit 
débuter aussitôt après le sevrage, de préférence avant que les 
animaux n'atteignent l'âge de six semaines et en tout état de cause 
avant neuf semaines. Cependant, lorsque la présente étude est 
couplée à d'autres études, cette limite d'âge peut faire l'objet d'un 
ajustement. Au début de l'étude, les variations de poids entre 
animaux ne doivent pas dépasser plus ou moins 20 % du poids 
moyen des animaux du même sexe. Si une étude de toxicité orale 
à dose répétée de faible durée est réalisée en tant qu'essai prélimi
naire avant une étude à long terme, il faut utiliser des animaux de 
même souche et de même provenance dans les deux études. 

1.4.2. Conditions d'hébergement et d'alimentation 

La température du local des animaux d'expérience doit être de 22 o C 
(± 3 o C). L'humidité relative doit atteindre au moins 30 % et rester 
de préférence inférieure à 70 %, mais en dehors des heures de 
nettoyage du local, on s'efforcera de maintenir le taux d'humidité 
autour de 50 à 60 %. On appliquera un éclairage artificiel alternant 
12 heures de lumière et 12 heures d'obscurité. Les bruits forts inter
mittents doivent être réduits au minimum. Pour l'alimentation des 
animaux, on pourra utiliser la nourriture classique de laboratoire 
avec de l'eau potable à satiété. Le choix du régime peut être 
influencé par la nécessité d'assurer un mélange convenable de la 
substance d'essai lorsqu'elle est administrée dans la nourriture. Les 
animaux peuvent être placés dans des cages soit individuellement, 
soit par petits groupes du même sexe. 

1.4.3. Préparation des animaux 

Des animaux jeunes et sains sont choisis au hasard pour être répartis 
entre les groupes de contrôle et de traitement. Les cages sont dispo
sées de manière à minimiser les effets possibles dus à l'agencement 
des cages. Les animaux sont marqués individuellement afin de 
permettre leur identification. Ils sont maintenus dans les cages 
pendant cinq jours au moins avant le début de l'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 à tester peut être administrée par gavage ou en 
capsules ou incorporée dans la nourriture ou l'eau de boisson. D'au
tres voies d'administration (par exemple voie dermique ou inhalation) 
peuvent être utilisées, mais nécessiteront le cas échéant des modifi
cations du mode opératoire. Le choix de la voie d'administration est 
dicté par les circonstances de l'exposition humaine et par les infor
mations toxicologiques ou cinétiques disponibles. Le choix de la 
voie d'administration ainsi que les éventuelles modifications du 
mode opératoire doivent être justifiés. 
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Si nécessaire, la substance d'essai peut être dissoute ou mise en 
suspension dans un véhicule approprié. Il est recommandé de privi
légier les solutions ou suspensions aqueuses. À défaut, on peut 
utiliser une solution dans l'huile (huile de maïs, par exemple) et, 
en dernier recours, une solution dans d'autres véhicules. Lorsque le 
véhicule n'est pas aqueux, il faut en connaître 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 consom
mation de nourriture ou d'eau ou sur l'état nutritionnel des animaux. 

1.5. MODE OPÉRATOIRE 

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 mâles) dans chaque groupe de 
traitement et dans chaque groupe témoin pour les observations 
cliniques et fonctionnelles. À la fin de l'étude, au moins cinq 
mâles et cinq femelles sont prélevés parmi ces dix mâles et ces 
dix femelles pour être perfusés in situ et soumis à un examen neuro
histopathologique. Lorsque dans un groupe de dosage, les observa
tions visant à 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 être perfusés. Si l'étude est 
combinée avec une étude de toxicité à doses répétées, le nombre des 
animaux doit être suffisant pour que les objectifs des deux études 
puissent être 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 l'étude ou de 
constituer des groupes pour observer la réversibilité des effets, leur 
persistance ou l'apparition différée d'effets toxiques après 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 règle générale, on doit disposer d'au moins trois groupes d'ani
maux traités et d'un groupe témoin. Cependant, s'il ressort de l'éva
luation d'autres données qu'aucun effet n'est à attendre d'une admi
nistration répétée à la dose de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour, 
on peut procéder à un essai limite. Si l'on ne dispose pas de données 
adéquates, on peut mener une étude préliminaire visant à délimiter la 
gamme des niveaux de doses à utiliser. À l'exception de l'exposition 
à la substance à tester, les animaux du groupe témoin doivent être 
traités exactement de la même manière que les animaux des groupes 
de traitement. Si la substance à tester est incorporée dans un véhi
cule, le groupe témoin doit en recevoir un volume égal au plus grand 
volume utilisé dans les groupes de traitement. 

1.5.3. Contrôle de la fiabilité 

Le laboratoire chargé de l'étude doit présenter des données attestant 
de sa capacité à réaliser l'étude et prouvant la sensibilité des 
méthodes employées. Ces données doivent constituer une preuve 
évidente de la faculté du laboratoire à détecter et, le cas échéant, à 
quantifier les changements observés pour les différents critères d'éva
luation, notamment réactions neurovégétatives, réactivité sensorielle, 
force de préhension et activité motrice. Les références 2 à 9 contien
nent des informations sur les substances qui provoquent différents 
types de réponses neurotoxiques et qui peuvent servir de témoins 
positifs. Des données antérieures peuvent également être utilisées à 
condition que les principaux éléments des procédures expérimentales 
soient restés les mêmes. Des mises à 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 être réunies pour démon
trer que la sensibilité des procédures est maintenue. 
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1.5.4. Choix des doses 

Les niveaux de dose doivent être choisis en fonction des données 
disponibles concernant la toxicité et la toxico-cinétique de la subs
tance 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 façon à mettre en évidence une 
éventuelle relation dose-effet et l'absence d'effets nocifs observables 
au niveau de la dose la plus faible (CSENO). En principe, les 
niveaux de doses doivent être choisis de telle manière que l'on 
puisse distinguer les effets neurotoxiques primaires des effets liés à 
la toxicité systémique. Deux à trois intervalles entre niveaux succes
sifs représentent fréquemment la meilleure solution et il est souvent 
préférable d'ajouter un quatrième groupe d'essai plutôt que de fixer 
des intervalles trop espacés (par exemple dépassant un facteur dix) 
entre les niveaux de dose. Lorsque des estimations réalistes de l'ex
position humaine existent, il faut en tenir compte. 

1.5.5. Essai limite 

Si une étude réalisée à 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'après les données obtenues pour 
des composés de structure analogue il est peu probable que la subs
tance testée soit toxique, on peut considérer qu'il est inutile d'effec
tuer une étude complète sur trois niveaux de dose. En fonction de 
l'exposition humaine escomptée, il pourra s'avérer nécessaire d'admi
nistrer 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 aiguë, la dose de l'essai limite doit être au 
moins 2 000 mg/kg. 

1.5.6. Administration des doses 

La substance à tester est administrée aux animaux quotidiennement, 
sept jours par semaine, sur une période d'au moins 28 jours. L'ad
ministration à raison de cinq jours par semaine ou l'adoption d'une 
période d'exposition plus courte demandent à être 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 être administré en une fois dépend de la taille de l'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'à 2 ml/100 g de poids corporel. Exception faite pour les subs
tances irritantes ou corrosives, qui donneraient normalement lieu à 
des effets fortement amplifiés à des concentrations plus élevées, il 
convient de minimiser les variations du volume administré en ajus
tant la concentration de façon à maintenir un volume constant à tous 
les niveaux de dose. 

Lorsque la substance est administrée dans la nourriture ou l'eau de 
boisson, il importe que les quantités de substance utilisées ne modi
fient 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 l'animal. L'option choisie doit être précisée. 
Lorsque la substance est administrée par gavage, la dose doit être 
administrée chaque jour à la même heure et la quantité doit être 
ajustée de manière à maintenir un niveau de dose constant par 
rapport au poids corporel de l'animal. Lorsqu'un essai à dose 
répétée sert d'étude préliminaire à une étude à long terme, il faut 
appliquer le même régime alimentaire dans les deux études. Pour les 
études de toxicité aiguë, si la dose ne peut être administrée en une 
seule fois, il est possible de la fractionner sur période n'excédant pas 
24 heures. 
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1.6. OBSERVATIONS 

1.6.1. Fréquence des observations et essais 

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

Les observations doivent être suffisamment fréquentes pour favoriser 
la détection de toute anomalie de comportement ou d'ordre neurolo
gique. Les observations se font de préférence aux mêmes 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 fonc
tionnels. 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 après traite
ment, il y a lieu d'adopter un échéancier différent afin de recueillir le 
plus d'informations possible. Les modifications de l'échéancier 
doivent être justifiées. 

1.6.1.1. Surveillance de l'état de santé général et relevés de mortalité/mor
bidité 

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

Il est recommandé de procéder de manière structurée en appliquant 
systématiquement, pour chaque animal et à chaque moment d'obser
vation, des critères bien définis. Les données utilisées pour définir le 
niveau normal doivent être présentées. Tous les signes observés 
doivent être 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 l'état 
de la peau, de la fourrure, des yeux, des membranes muqueuses, 
l'apparition de sécrétions et d'excrétions et de réactions neurovégé
tatives (sécrétion de larmes, horripilation, variation du diamètre 
pupillaire, rythme respiratoire inhabituel, respiration par la bouche, 
tous signes inhabituels de miction ou défécation, urine décolorée, par 
exemple). 
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Il 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 modifica
tions dans la démarche (dandinement, ataxie, par exemple), dans la 
posture (dos arrondi, par exemple) et la réaction à la manipulation, 
au placement et autres stimuli, ainsi que la présence de mouvements 
cloniques ou toniques, les convulsions et tremblements, les compor
tements stéréotypés (par exemple, toilettage excessif, parcours circu
laires répétitifs) ou les comportements bizarres (par exemple, 
tendance à mordre, léchage excessif, automutilation, marche à recu
lons, 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 à cet effet (voir 
tableau 1) une fois avant l'exposition et fréquemment ensuite. La 
fréquence des tests fonctionnels dépend également de la durée de 
l'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 près que possible du sacrifice final. Les 
tests fonctionnels explorent notamment la réactivité sensorielle à 
divers stimuli [par exemple, stimuli auditifs, visuels et proprioceptifs 
(5) (6) (7)], la force de préhension (8) et l'activité motrice (9). Cette 
dernière doit être mesurée à l'aide d'un dispositif automatique 
pouvant détecter aussi bien les hausses que les baisses d'activité. 
Si un autre système défini est utilisé, il doit être quantitatif et de 
sensibilité et de fiabilité démontrées. Chaque dispositif doit être testé 
afin de garantir sa fiabilité au cours du temps et la cohérence des 
résultats d'un dispositif à l'autre. On trouvera dans les références 
bibliographiques susmentionnées une description plus détaillée des 
modes opératoires. En l'absence d'informations sur le potentiel neuro
toxique (par exemple, 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'appren
tissage. 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 être soumis à ce test. La décision 
d'écarter des animaux d'un test fonctionnel doit être justifiée. 

1.6.2. Poids corporel et consommation de nourriture et d'eau 

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

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

1.6.4. Hématologie et biochimie clinique 

Lorsque l'étude de neurotoxicité est conduite en combinaison avec 
une étude de toxicité systémique à doses répétées, les examens 
hématologiques et les déterminations de biochimie clinique doivent 
être effectués comme prescrit par la méthode correspondante de 
l'étude de toxicité systémique. Les échantillons sont à prélever de 
telle façon que les effets possibles sur le comportement neurologique 
soient réduits au minimum. 

1.6.5. Histopathologie 

L'examen neuropathologique doit être conçu dans le but de 
compléter et d'approfondir les observations faites pendant la phase 
in vivo de l'étude. Les tissus d'au moins cinq animaux de chaque 
sexe et de chaque groupe (voir le tableau 1 et le paragraphe suivant) 
doivent être fixés in situ à 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 être 
consigné. S'il s'agit d'une étude indépendante, réalisée pour dépister 
une neurotoxicité ou pour caractériser des effets neurotoxiques, les 
animaux restants peuvent être utilisés pour des examens spécifiques 
du comportement neurologique (10) (11), des examens neuropatho
logiques (10) (11) (12) (13), neurochimiques (10) (11) (14) (15) ou 
électrophysiologiques (10) (11) (16) (17) pouvant éventuellement 
compléter les procédures et examens décrits ici, ou bien venir 
s'ajouter aux animaux soumis à l'examen histopathologique. Ces 
procédures complémentaires sont particulièrement utiles lorsque, à 
la suite d'observations empiriques ou sur la base des effets escomp
tés, on peut s'attendre à un type spécifique de neurotoxicité ou à 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 à doses répétées. 

Les échantillons de tissus sont colorés par une méthode usuelle, par 
exemple par de l'hématoxyline et de l'éosine, inclus dans de la 
paraffine et examinés sous le microscope. Si des signes de neuropa
thie périphérique sont observés ou en cas de suspicion de tels effets, 
il conviendra d'examiner des échantillons de tissu nerveux périphé
rique inclus dans du plastique. Certains signes cliniques peuvent 
également inciter à l'examen d'autres sites ou à l'utilisation de 
méthodes de coloration spéciales. Les références (3) et (4) fournis
sent des indications sur les sites supplémentaires à examiner. Des 
colorants spéciaux peuvent aussi être utiles pour mettre en évidence 
des types spécifiques d'altérations pathologiques (18). 
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Un examen histologique doit être réalisé sur des coupes représenta
tives du système 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 hémisphères cérébraux, comprenant une coupe de l'hippo
campe, le cerveau central, le cervelet, la protubérance annulaire, le 
bulbe rachidien, l'#il avec le nerf optique et la rétine, la moelle 
épinière et les renflements cervicaux et lombaires, les ganglions de 
la chaîne dorsale, les fibres de la chaîne dorsale et ventrale, le nerf 
sciatique proximal, le nerf tibial proximal (au genou) et les ramifi
cations du nerf tibial aux muscles du mollet. Les sections de la 
moelle épinière et des nerfs périphériques doivent comprendre des 
coupes transversales et longitudinales. Il faut accorder une attention 
particulière à la vascularisation du système nerveux. Un échantillon 
de muscles squelettiques, en particulier du mollet, devrait également 
être examiné. Une attention particulière devrait être accordée aux 
régions à structure cellulaire et fibreuse du système nerveux central 
et périphérique, qui sont connues pour être particulièrement sujettes 
aux attaques neurotoxiques. 

Les références (3) et (4) fournissent des informations sur les altéra
tions neuropathologiques typiquement liées aux expositions à une 
substance neurotoxique. Il est recommandé de procéder par étapes 
pour l'examen des échantillons de tissus, en comparant d'abord des 
coupes du groupe ayant reçu 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 à la forte dose, il faut alors examiner successivement 
des échantillons de tous les tissus potentiellement affectés des 
groupes traités à la dose intermédiaire et à la dose faible. 

Si l'examen qualitatif met en évidence des signes d'altérations neuro
pathologiques, il convient de procéder à un second examen de toutes 
les régions du système 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 à l'aveugle dans un ordre aléatoire. La 
fréquence et la gravité de chaque lésion 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 lésion. 

Les résultats de l'examen neuropathologique doivent être évalués à la 
lumière des observations et déterminations fonctionnelles, ainsi que 
des résultats des études de toxicité systémique réalisées sur la subs
tance. 

2. RÉSULTATS 

2.1. TRAITEMENT DES RÉSULTATS 

Il faut présenter les résultats relatifs à chaque individu. En outre, 
toutes les données doivent être résumées sous forme de tableaux 
montrant pour chaque groupe d'essai ou groupe témoin le nombre 
d'animaux au début de l'essai, le nombre d'animaux trouvés morts ou 
euthanasiés au cours de l'essai, le moment de chaque décès ou sacri
fice, 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 lésions, le type de ces dernières et leur gravité. 
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2.2. ÉVALUATION ET INTERPRÉTATION DES RÉSULTATS 

Les résultats de l'étude doivent être évalués sur les plans de la 
fréquence, de la gravité et de la corrélation des effets neuropatholo
giques et de comportement (le cas échéant, neurochimiques et élec
trophysiologiques si des examens supplémentaires ont été pratiqués) 
avec d'autres effets nocifs observés. Dans la mesure du possible, les 
résultats numériques devraient être évalués au moyen d'une méthode 
statistique adéquate et communément acceptée. Les méthodes statis
tiques doivent être choisies au moment de la conception de l'étude. 

3. RAPPORT 

3.1. RAPPORT D'ESSAI 

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

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: 

� espèce/souche utilisée, 

� nombre, âge et sexe des animaux, 

� source, conditions d'encagement, acclimatation, alimentation, 
etc., 

� source, conditions d'encagement, acclimatation, alimentation, etc. 

Conditions de l'essai: 

� description détaillée de la formulation de la substance à tester 
et/ou de la préparation alimentaire, concentration atteinte, stabi
lité 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 à tester, 

� justification du choix des niveaux de dose, 

� justification du choix de la voie et de` a durée d'exposition, 

� conversion de la concentration (en ppm) de la substance à tester 
dans la nourriture ou dans l'eau de boisson en dose (en mg/kg de 
poids corporel/jour), le cas échéant, 

� précisions sur la qualité des aliments et de l'eau. 

Procédures d'observation et d'essais: 

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

� précisions sur les systèmes de cotation, les critères et les échelles 
utilisés pour chaque détermination lors des observations cliniques 
détaillées, 
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� précisions sur les tests fonctionnels d'exploration de la réactivité 
sensorielle à divers stimuli (par exemple stimuli auditifs, visuels 
et proprioceptifs); précisions sur l'évaluation de la force de 
préhension; précisions sur l'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 indi
cation des valeurs de référence, 

� précisions sur les procédures spécifiques de recherche des modi
fications 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 symptômes 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, neurochi
miques et électrophysiologiques, le cas échéant, 

� données concernant l'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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Tableau 1 

Nombres minimaux d'animaux requis par groupe selon que l'étude de neurotoxicité est conduite séparément ou 
en combinaison avec d'autres études 

ÉTUDE DE NEUROTOXICITÉ CONDUITE COMME: 

Étude séparée 
Étude combinée avec 

une étude sur 28 jours 
Étude combinée avec 

une étude sur 90 jours 

Étude combinée avec 
une étude de toxicité 

chronique 

Nombre total d'animaux par 
groupe 

10 mâles et 10 
femelles 

10 mâles et 10 
femelles 

15 mâles et 15 
femelles 

25 mâles et 25 
femelles 

Nombre d'animaux sélec
tionnés pour les tests fonc
tionnels, y compris les 
observations cliniques 
détaillées 

10 mâles et 10 
femelles 

10 mâles et 10 
femelles 

10 mâles et 10 
femelles 

10 mâles et 10 
femelles 

Nombre d'animaux sélec
tionnés pour la perfusion in 
situ et l'examen neurohisto
pathologique 

5 mâles et 5 
femelles 

5 mâles et 5 
femelles 

5 mâles et 5 
femelles 

5 mâles et 5 femelles 

Nombre d'animaux sélec
tionnés pour les essais de 
toxicité à dose répétée, de 
toxicité subchronique et 
chronique, les études héma
tologiques, de biochimie 
clinique, histopathologiques, 
etc., comme indiqué dans 
les lignes directrices corres
pondantes 

5 mâles et 5 
femelles 

10 mâles | et 10 
femelles | 

20 mâles | et 20 
femelles | 

Observations complémen
taires, le cas échéant 

5 mâles et 5 
femelles 

| Ce nombre comprend cinq animaux sélectionnés pour les tests fonctionnels et les observations cliniques détaillées faisant partie de 
l'étude de neurotoxicité. 
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Tableau 2 

Fréquence des observations cliniques et périodicité des tests fonctionnels 

Type d'observation 

Durée de l'étude 

Étude de toxicité 
aiguë 

28 jours 90 jours 
Étude de toxicité 

chronique 

Sur tous les 
animaux 

État de santé 
général 

quotidiennement quotidiennement quotidiennement quotidiennement 

Mortalité/morbi
dité 

deux fois par 
jour 

deux fois par 
jour 

deux fois par 
jour 

deux fois par jour 

Sur les animaux 
sélectionnés pour 
les observations 
fonctionnelles 

Observations 
cliniques détail
lées 

� avant la 
première 
exposition 

� dans les huit 
heures 
suivant l'ad
ministration, 
au moment 
où l'effet est 
censé être le 
plus 
prononcé 

� aux jours 7 
et 14 après 
administra
tion 

� avant la 
première 
exposition 

� une fois par 
semaine 
ensuite 

� avant la 
première 
exposition 

� une fois 
pendant la 
première ou 
la deuxième 
semaine 
d'exposition 

� une fois par 
mois ensuite 

� avant la 
première 
exposition 

� une fois à la 
fin du premier 
mois d'expo
sition 

� tous les trois 
mois ensuite 

Tests fonction
nels 

� avant la 
première 
exposition 

� dans les huit 
heures 
suivant l'ad
ministration, 
au moment 
où l'effet est 
censé être le 
plus 
prononcé 

� aux jours 7 
et 14 après 
administra
tion 

� avant la 
première 
exposition 

� pendant la 
quatrième 
semaine du 
traitement le 
plus près 
possible de 
la fin de la 
période d'ex
position 

� avant la 
première 
exposition 

� une fois 
pendant la 
première ou 
la deuxième 
semaine 
d'exposition 

� une fois par 
mois ensuite 

� avant la 
première 
exposition 

� une fois à la 
fin du premier 
mois d'expo
sition 

� tous les trois 
mois ensuite 
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B.44. ABSORPTION CUTANÉE: MÉTHODE IN VIVO 

1. MÉTHODE 

Cette méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 427 (2004) 
de l'OCDE. 

1.1. INTRODUCTION 

La voie d'exposition à de nombreux produits chimiques est essen
tiellement transcutanée, c'est-à-dire via la peau. Or, la majorité des 
études toxicologiques réalisées sur des animaux de laboratoire s'ap
puient sur une administration des produits par voie orale. L'étude 
d'absorption cutanée in vivo décrite dans la présente méthode offre 
donc les éléments nécessaires pour extrapoler les résultats des études 
par administration orale, lors des évaluations en matière de sécurité 
réalisées après exposition cutanée. 

Avant de passer dans la circulation sanguine, une substance doit 
d'abord traverser un grand nombre de couches cellulaires de la 
peau. Pour la plupart des substances, c'est le stratum corneum, 
composé de cellules mortes, qui est la couche déterminante sur le 
plan cinétique. La perméabilité de la peau dépend à la fois de la 
lipophilicité de la substance et de l'épaisseur de la couche externe de 
l'épiderme, ainsi que d'autres facteurs tels que le poids moléculaire et 
la concentration de la substance. De manière générale, la peau des 
rats et des lapins est plus perméable que celle de l'homme, tandis que 
celle des cobayes, des porcs et des singes se rapproche de la peau 
humaine. 

Les méthodes de mesure de l'absorption percutanée sont de deux 
types: in vivo et in vitro. La méthode in vivo fournit de bonnes 
informations sur l'absorption cutanée chez différentes espèces de 
laboratoire. Mises au point plus récemment, les méthodes in vitro 
se fondent sur le transport d'une substance à travers tout ou partie de 
l'épaisseur de la peau humaine ou animale jusqu'à un réservoir de 
fluide. La méthode in vitro est décrite dans une autre méthode d'essai 
(1). Pour choisir la méthode la mieux appropriée en fonction des 
situations données, il est recommandé de consulter le document 
d'orientation de l'OCDE pour la conduite des études d'absorption 
cutanée (2) qui examine en détails la pertinence respective des 
méthodes in vivo et in vitro. 

La méthode in vivo décrite dans la présente méthode permet de 
déterminer que la substance d'essai a traversé la peau pour pénétrer 
dans le compartiment systémique. La technique est largement utilisée 
depuis de nombreuses années (3) (4) (5) (6) (7). Alors que les études 
in vitro d'absorption percutanée conviennent dans de nombreux cas, 
il existe certaines situations dans lesquelles seule une étude in vivo 
permet d'obtenir les données voulues. 

Les avantages de la méthode in vivo sont les suivants: utilisation d'un 
système intact sur les plans physiologique et métabolique, utilisation 
d'une espèce commune à bon nombre d'études de toxicité, et possi
bilité de modification pour une utilisation sur d'autres espèces. En 
revanche, elle présente certains inconvénients: utilisation d'animaux 
vivants, utilisation de matière radiomarquée pour garantir la fiabilité 
des résultats, difficultés à déterminer la phase d'absorption précoce, 
et différences de perméabilité entre la peau humaine et celle des 
espèces les plus communément utilisées (rat). En effet, la peau 
animale est généralement plus perméable, ce qui peut conduire à 
une surestimation de l'absorption percutanée chez l'homme (6) (8) 
(9). Les substances caustiques et corrosives ne doivent pas être 
testées sur des animaux vivants. 
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1.2. DÉFINITIONS 

Dose non absorbée: désigne la quantité de substance éliminée par le 
nettoyage de la surface de la peau après exposition, et toute quantité 
présente sur le pansement non occlusif, y compris toute quantité 
volatilisée au cours de l'exposition. 

Dose absorbée (in vivo): désigne les quantités de substance 
présentes dans l'urine, les résidus ramassés dans la cage après 
nettoyage, les fèces, l'air expiré (s'il est mesuré), le sang, les tissus 
(s'ils sont collectés) et la carcasse, après récupération de la peau du 
site d'application. 

Dose absorbable: désigne la quantité de substance présente sur ou 
dans la peau après nettoyage. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance d'essai, de préférence radiomarquée, est appliquée sur 
la peau rasée des animaux, à la dose ou aux différentes doses appro
priée(s), sous la forme d'une préparation d'usage représentative. La 
préparation d'essai est maintenue au contact de la peau pendant une 
période donnée, sous un pansement adapté (non occlusif, semi- 
occlusif ou occlusif) de façon à prévenir l'ingestion de la préparation. 
Au terme de la période d'exposition, le pansement est retiré et la 
peau est nettoyée à l'aide d'un agent lavant approprié. Le pansement 
et le matériel utilisé pour appliquer l'agent lavant sont conservés pour 
analyse, et un nouveau pansement est appliqué. Avant, pendant et 
après la période d'exposition, les animaux sont hébergés dans des 
cages métaboliques individuelles, et les excrétions et l'air expiré au 
cours de ces périodes sont collectés pour analyse. Le cas échéant, si 
l'on dispose d'informations suffisantes confirmant l'absence ou la 
formation limitée de métabolites radioactifs volatils, la collecte de 
l'air expiré peut être omise. Normalement, chaque étude porte sur 
plusieurs groupes d'animaux exposés à la préparation d'essai. Un 
groupe est euthanasié à la fin de la période d'exposition, et les 
autres groupes sont euthanasiés par la suite à des intervalles déter
minés (2). À la fin de la période d'échantillonnage, les animaux 
restants sont euthanasiés, le sang est collecté pour analyse, la zone 
d'application est prélevée pour analyse, et la carcasse est analysée 
pour rechercher toute matière non excrétée. Les échantillons sont 
analysés selon les méthodes appropriées et on estime le degré d'ab
sorption percutanée (6) (8) (9). 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Sélection de l'espèce animale 

Le rat est l'espèce la plus communément utilisée, mais des souches et 
espèces sans poils présentant un taux d'absorption cutanée plus 
proche de celui de l'homme peuvent aussi être utilisées (3) (6) (7) 
(8) (9). Des jeunes adultes sains du même sexe (mâles par défaut) 
d'une souche communément utilisée en laboratoire sont utilisés. Au 
début de l'étude, les animaux retenus ne doivent pas présenter un 
écart de poids de ± 20 % par rapport au poids moyen. Par exemple, 
des rats mâles de 200 à 250 grammes conviennent tout à fait, en 
particulier ceux présentant un poids dans la moitié supérieure de 
cette plage. 
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1.4.2. Nombre et sexe des animaux 

Un groupe d'au moins quatre animaux du même sexe doit être utilisé 
pour chaque préparation d'essai et chaque durée programmée. 
Chacun des groupes est euthanasié à un intervalle de temps différent, 
par exemple à la fin de la période d'exposition (généralement de 6 à 
24 heures) et à différentes échéances suivantes (48 et 72 heures par 
exemple). Dans le cas où des données disponibles démontrent une 
différence importante de sensibilité toxicologique dermique entre les 
mâles et les femelles, c'est le sexe le plus sensible qu'il convient 
d'utiliser. En l'absence de telles données, l'un ou l'autre des sexes 
peut être utilisé. 

1.4.3. Conditions d'hébergement et d'alimentation 

La température du local expérimental doit être de 22 o C (± 3 o C). Si 
l'humidité relative doit atteindre au moins 30 % sans excéder de 
préférence 70 %, en dehors des heures de nettoyage du local, on 
s'efforce de maintenir le taux d'humidité autour de 50 à 60 %. On 
applique un éclairage artificiel, alternant 12 heures de lumière et 12 
heures d'obscurité. Les animaux sont nourris avec un mélange clas
sique pour animaux de laboratoire disponible à volonté et boivent de 
l'eau potable à volonté. Pendant l'étude, et de préférence également 
pendant la phase d'acclimatation, les animaux sont placés dans des 
cages métaboliques individuelles. Les déversements d'eau ou de 
nourriture étant susceptibles de compromettre les résultats de l'étude, 
les risques de tels incidents doivent être minimisés. 

1.4.4. Préparation des animaux 

Les animaux sont marqués pour permettre une identification indivi
duelle, et placés dans leurs cages cinq jours au moins avant le début 
de l'essai, pour qu'ils s'acclimatent aux conditions du laboratoire. 

À l'issue de la période d'acclimatation et 24 heures environ avant 
l'application de la substance d'essai, la région dorsale des épaules de 
chaque animal est tondue à ras. La perméabilité d'une peau endom
magée étant différente de celle d'une peau saine, un soin tout parti
culier doit être apporté pour ne pas «égratigner» la peau. Après la 
tonte et 24 heures environ avant l'application de la substance d'essai 
sur la peau (voir point 1.4.7), la surface de la peau est délicatement 
nettoyée à l'acétone pour retirer le sébum. Il n'est pas recommandé 
de procéder à un nettoyage supplémentaire à l'eau et au savon dans 
la mesure où les résidus de savon sont susceptibles de favoriser 
l'absorption de la substance d'essai. La surface tondue doit être suffi
samment grande pour permettre un calcul fiable de la quantité de 
substance d'essai absorbée par centimètre carré de peau, soit de 
préférence au moins 10 centimètres carrés. Des rats de 200 à 250 
grammes sont compatibles avec une telle surface. Après préparation, 
les animaux sont replacés dans leurs cages métaboliques. 

1.4.5. Substance d'essai 

La substance d'essai est le produit dont on étudie les caractéristiques 
de pénétration. Dans l'idéal, cette substance d'essai doit être radio
marquée. 

1.4.6. Préparation de l'essai 

La préparation de la substance d'essai (c'est-à-dire la préparation 
pure, diluée ou le mélange contenant la substance d'essai à appliquer 
sur la peau) doit être identique (ou représenter un substitut réaliste) 
aux produits auxquels peuvent être exposés l'homme ou les autres 
espèces cibles. Toute modification par rapport à la préparation 
«d'usage» doit être justifiée. Le cas échéant, la substance d'essai 
est dissoute ou mise en suspension dans un véhicule adapté. 
Lorsqu'un véhicule autre que l'eau est utilisé, ses caractéristiques 
d'absorption et son interaction potentielle avec la substance d'essai 
doivent être connues. 
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1.4.7. Application sur la peau 

Une zone (site) d'application d'une superficie spécifique est définie 
sur la surface de la peau. Une quantité connue de la préparation 
d'essai est ensuite uniformément appliquée sur ce site. Normalement, 
cette quantité doit correspondre à une exposition humaine potentielle, 
soit généralement 1 à 5 mg/cm 2 pour une substance solide ou jusqu'à 
10 ml/cm 2 pour les liquides. L'application de toute autre quantité doit 
être justifiée par les conditions d'utilisation attendues, les objectifs 
fixés pour l'étude, ou les caractéristiques physiques de la préparation 
d'essai. Après l'application, le site doit être protégé contre les frot
tements. La figure 1 présente un exemple de dispositif classiquement 
employé dans ce contexte. Généralement, on protège le site d'appli
cation par un pansement non occlusif (par exemple une compresse 
de gaze nylon perméable). Cela étant, pour des applications infinies, 
le site d'application doit être recouvert d'un pansement occlusif. Dans 
les cas où l'évaporation d'une substance d'essai semi-volatile réduit 
dans une trop grande mesure le taux de récupération de la substance 
d'essai (voir également le point 1.4.10, premier paragraphe), il 
convient de piéger la substance évaporée dans un filtre à charbon 
monté sur le dispositif d'application (voir la figure 1). Il est essentiel 
que les dispositifs d'application utilisés n'endommagent pas la peau, 
et qu'ils n'absorbent pas non plus la préparation d'essai ni n'entrent 
en réaction avec elle. Les animaux sont ensuite replacés dans leurs 
cages métaboliques individuelles pour la collecte de leurs excrétions. 

1.4.8. Durée de l'exposition et échantillonnage 

La durée de l'exposition correspond à l'intervalle de temps entre 
l'application de la préparation d'essai et son retrait par nettoyage 
de la peau. Une période d'exposition pertinente (généralement de 6 
à 24 heures) doit être retenue, en fonction de la durée éventuelle de 
l'exposition humaine. À l'issue de la période d'exposition, les 
animaux sont maintenus dans leurs cages métaboliques jusqu'au 
terme prévu. Pendant toute la durée de l'étude, il convient d'observer 
les animaux à intervalles réguliers, pour détecter tout signe de toxi
cité ou toute réaction anormale. Après la période d'exposition, les 
éventuels signes visibles d'irritation doivent être observés sur la peau 
traitée. 

Les cages métaboliques doivent permettre la collecte séparée des 
fèces et de l'urine pendant toute la durée de l'étude, ainsi que la 
collecte du dioxyde de carbone marqué au C 14 et des composés 
volatils C 14 qu'il convient d'analyser lorsqu'ils sont produits en quan
tité (> 5 %). L'urine, les fèces et autres fluides (par exemple, le 
dioxyde de carbone C 14 et les composés volatils C l4 ) doivent être 
collectés individuellement pour chaque groupe et à chaque étape 
d'échantillonnage. Sur la base d'informations suffisantes confirmant 
l'absence ou la formation limitée de métabolites radioactifs volatils, 
on peut le cas échéant utiliser des cages ouvertes. 

Les excrétions sont collectées pendant la période d'exposition, soit 
24 heures maximum après la première application sur la peau, puis 
ensuite chaque jour jusqu'à la fin de l'expérience. Si trois intervalles 
de collecte des excrétions suffisent normalement, des points de 
collecte supplémentaires ou plus appropriés peuvent être définis 
pour une étude, selon l'objectif envisagé pour la préparation d'essai 
ou en fonction de données cinétiques existantes. 

À la fin de la période d'exposition, le dispositif de protection est 
retiré de chaque animal et conservé individuellement aux fins d'ana
lyse. La peau traitée de tous les animaux doit être nettoyée au moins 
trois fois à l'aide d'un agent et de tampons nettoyants appropriés. Un 
soin particulier doit être apporté de façon à ne pas contaminer d'au
tres zones du corps des animaux. L'agent lavant doit être représen
tatif des pratiques d'hygiène normales (par exemple une solution 
d'eau savonneuse). Enfin, la peau doit être séchée. Tous les 
tampons et matériel de nettoyage utilisés doivent être conservés 
pour analyse. Un nouveau pansement doit être appliqué sur le site 
traité des animaux formant les derniers groupes, avant leur retour 
dans les cages métaboliques individuelles. 
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1.4.9. Procédures terminales 

Pour chaque groupe, les animaux doivent être euthanasiés à 
l'échéance préétablie et leur sang collecté pour analyse. Le panse
ment ou dispositif de protection doit être retiré pour analyse. La peau 
du site d'application et une surface de peau équivalente mais prove
nant d'une zone rasée non traitée doivent être prélevées sur chaque 
animal, et des analyses distinctes doivent être conduites. Le cas 
échéant, le site d'application peut être fractionné pour séparer le 
stratum corneum de l'épiderme sous-jacent, de façon à fournir des 
informations supplémentaires sur l'évacuation et le comportement de 
la substance chimique d'essai. En effet, déterminer le comportement/ 
élimination du produit au cours d'un laps de temps donné après la 
période d'exposition donne une indication sur le devenir de n'importe 
quelle substance chimique dans le stratum corneum. Pour faciliter le 
fractionnement de la peau (après le dernier nettoyage et l'euthanasie 
des animaux), il faut d'abord retirer tous les dispositifs de protection. 
Ensuite, on prélève la peau du site d'application sur le rat, plus une 
bande circulaire autour du site, puis on épingle le tout sur une 
planche. On applique alors, par quelques pressions légères, une 
bande de ruban adhésif à la surface de la peau. Cette bande est 
ensuite retirée, avec une partie du stratum corneum. On renouvelle 
l'opération jusqu'à ce que la bande n'adhère plus à la surface de la 
peau, lorsque tout le stratum corneum a été retiré. Pour chaque 
animal, on peut combiner toutes les bandes d'adhésif dans un seul 
récipient, dans lequel on ajoute un digestif pour solubiliser le stratum 
corneum. Le cas échéant, on récupère tout éventuel tissu cible pour 
procéder à des mesures séparées, avant analyse de la carcasse rési
duelle et mesure de la dose absorbée par celle-ci. Les carcasses des 
animaux doivent être conservées pour analyse. En règle générale, 
l'analyse du contenu total de la carcasse est suffisante, mais certains 
organes peuvent être retirés pour des analyses séparées (par exemple 
si cela est indiqué par d'autres études). L'urine présente dans la 
vessie au moment de l'euthanasie doit être ajoutée à celle collectée 
auparavant. Après collecte des excrétions dans les cages métabo
liques au moment de l'euthanasie, les cages et leurs trappes 
doivent être nettoyées avec un solvant approprié. Les autres équipe
ments potentiellement contaminés doivent également être analysés. 

1.4.10. Analyse 

Dans toutes les études, un niveau de récupération approprié doit être 
atteint (à savoir une moyenne de 100 ± 10 % de la radioactivité). Les 
récupérations en dehors de cette plage doivent faire l'objet de justi
fication. Le volume de la dose administrée dans chaque échantillon 
doit être analysé selon des procédures suffisamment validées. 

L'analyse statistique doit inclure une mesure de la variance des essais 
répétés de chaque application. 

2. RÉSULTATS 

Les mesures suivantes de la substance d'essai et/ou des métabolites 
doivent être effectuées sur chaque animal et à chaque point d'échan
tillonnage. Tous les résultats doivent être présentés individuellement, 
mais aussi groupés par point d'échantillonnage sous forme de 
moyenne: 

� quantité associée aux dispositifs de protection, 

� quantité pouvant être récupérée de la peau, 

� quantité présente sur ou dans la peau et impossible à retirer par 
nettoyage, 
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� quantité dans les échantillons de sang, 

� quantité dans les excrétions et l'air expiré (le cas échéant), 

� quantité restant dans la carcasse et tout organe éventuellement 
retiré pour analyse. 

Les quantités de substance d'essai et/ou de métabolites trouvées dans 
les excrétions, l'air expiré, le sang et la carcasse permettent de déter
miner les quantités totales absorbées à chaque point. À partir de ces 
données, on peut calculer la quantité de substance d'essai absorbée 
par centimètre carré de peau exposée à la substance au cours de la 
période d'exposition. 

3. RAPPORT 

3.1. RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit préciser les conditions établies dans le proto
cole, justifier le choix du système d'essai utilisé, et également 
contenir les informations suivantes: 

Substance d'essai: 

� données d'identification [par exemple, numéro CAS si disponible; 
source; pureté (pureté radiochimique); impuretés connues; 
numéro du lot], 

� état physique; propriétés physico-chimiques (par exemple, pH, 
volatilité, solubilité, stabilité, poids moléculaire et log P oe ). 

Préparation de l'essai: 

� formulation et justification de l'utilisation, 

� détails de la préparation d'essai, quantité appliquée, concentration 
atteinte, véhicule, stabilité et homogénéité. 

Animaux d'essai: 

� espèce/souche utilisée, 

� nombre, âge et sexe des animaux utilisés, 

� source des animaux, conditions d'encagement, régime alimen
taire, etc., 

� poids de chaque animal au début de l'essai. 

Conditions d'essai: 

� détails concernant l'administration de la préparation d'essai (site 
d'application, méthodes d'essai, occlusion/non-occlusion, volume, 
extraction, détection), 

� détails concernant la qualité de l'eau et la nourriture. 

Résultats: 

� tout signe de toxicité, 

� tableau indiquant les données d'absorption (sous forme de taux, 
de quantités ou de pourcentage), 
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� récupérations totales de l'expérience, 

� interprétation des résultats, avec comparaison avec toutes les 
autres données éventuellement disponibles concernant l'absorp
tion de la substance d'essai. 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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Figure 1 

Exemple de dispositif classiquement utilisé pour délimiter et protéger un site 
d'application cutanée au cours d'études d'absorption percutanée in vivo 

B 

2008R0440 � FR � 24.08.2014 � 005.001 � 645



 

B.45. ABSORPTION CUTANÉE: MÉTHODE IN VITRO 

1. MÉTHODE 

Cette méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 428 (2004) 
de l'OCDE. 

1.1. INTRODUCTION 

Cette méthode a été élaborée pour fournir des informations sur l'ab
sorption d'une substance d'essai appliquée sur un échantillon de peau 
excisée. Elle peut être combinée à la méthode d'absorption cutanée: 
méthode in vivo (1), ou être menée séparément. Il est recommandé 
de consulter le document d'orientation de l'OCDE pour la conduite 
des études d'absorption cutanée (2) pour élaborer des études reposant 
sur cette méthode. Ce document d'orientation a été préparé pour 
faciliter la sélection des procédures in vitro appropriées, utilisables 
selon les circonstances spécifiques, et dans le but de garantir la 
fiabilité des résultats obtenus avec cette méthode. 

Les méthodes de mesure de l'absorption cutanée se divisent en deux 
grandes catégories: in vivo et in vitro. Les méthodes in vivo d'étude 
de l'absorption cutanée sont bien connues et fournissent des infor
mations pharmacocinétiques sur un large éventail d'espèces animales. 
Une méthode in vivo est décrite dans une autre méthode d'essai (1). 
Les méthodes in vitro sont utilisées depuis de nombreuses années 
pour mesurer l'absorption cutanée. Même s'il n'y a pas eu d'étude de 
validation formelle des méthodes in vitro présentées dans cette 
méthode d'essai, les experts de l'OCDE ont estimé en 1999 que le 
volume des données évaluées suffisait pour étayer la méthode in 
vitro (3). Le document d'orientation de l'OCDE (2) présente des 
détails supplémentaires appuyant cette décision, dont un certain 
nombre de comparaisons directes des méthodes in vitro et in vivo. 
De même, de nombreuses monographies examinent cette question et 
offrent un contexte de référence détaillé sur l'utilisation de la 
méthode in vitro (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12). Les méthodes 
in vitro mesurent la diffusion d'une substance dans et à travers la 
peau jusqu'à un réservoir de fluide; elles utilisent des échantillons de 
peau non viable pour mesurer la diffusion seule, ou des échantillons 
de peau fraîche et métaboliquement active pour mesurer simultané
ment la diffusion et le métabolisme cutané. Ces méthodes convien
nent particulièrement pour comparer l'absorption cutanée et percu
tanée de différentes formulations d'une substance chimique, mais 
elles proposent aussi des modèles utiles pour l'évaluation de l'absorp
tion percutanée chez l'homme. 

La méthode in vitro ne convient pas nécessairement pour toutes 
les situations et classes de substances, mais on peut l'utiliser pour 
une première évaluation qualitative de la pénétration cutanée. Dans 
certains cas, il peut s'avérer nécessaire de compléter l'étude par des 
données in vivo. Pour des informations complémentaires sur les 
situations où la méthode in vitro conviendrait, il est recommandé 
de consulter le document d'orientation de l'OCDE (2). La référence 
(3) fournit d'autres précisions qui peuvent faciliter la prise de 
décision. 

La présente méthode présente des principes généraux pour mesurer 
l'absorption cutanée et la diffusion d'une substance d'essai à partir 
d'un échantillon de peau excisée. Dans ce contexte, la peau de 
nombreuses espèces de mammifères, y compris l'homme, peut être 
utilisée. Les propriétés de perméabilité de la peau sont conservées 
après le prélèvement de l'échantillon de peau, dans la mesure où c'est 
le stratum corneum non viable qui constitue le principal obstacle à la 
diffusion; aucune forme de transport actif des substances chimiques à 
travers la peau n'a jamais été identifiée. En revanche, il a été établi 
que la peau pouvait métaboliser certaines substances au cours de 
l'absorption percutanée (6), mais ce processus ne limite pas la dose 
réellement absorbée, même si elle est susceptible d'affecter la nature 
du produit qui passe ensuite dans le sang. 
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1.2. DÉFINITIONS 

Dose non absorbée: désigne la quantité retirée par nettoyage de la 
surface de la peau après exposition et toute quantité présente sur le 
timbre non occlusif, y compris toute quantité volatilisée au cours de 
l'exposition. 

Dose absorbée (in vitro): masse de substance d'essai atteignant le 
fluide receveur (ou la circulation systémique) dans une période de 
temps donnée. 

Dose absorbable (in vitro): désigne la quantité présente sur ou dans 
la peau après nettoyage. 

1.3. PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

La substance d'essai, le cas échéant radiomarquée, est appliquée à la 
surface d'un échantillon de peau séparant les deux chambres d'une 
cellule à diffusion. La substance chimique reste sur la peau pendant 
un temps donné et dans des conditions spécifiques, avant d'être 
retirée selon une procédure de nettoyage appropriée. Au cours de 
l'étude, on échantillonne le fluide receveur à des moments donnés, 
puis on l'analyse pour y rechercher la substance d'essai et/ou des 
métabolites. 

Lorsque des systèmes métaboliquement actifs sont utilisés, les éven
tuels métabolites de la substance d'essai peuvent être analysés selon 
les méthodes appropriées. À la fin de l'expérience, la distribution de 
la substance d'essai est déterminée et ses métabolites sont quantifiés, 
le cas échéant. 

Dans les conditions appropriées, décrites dans cette méthode et dans 
le document d'orientation (2), on mesure l'absorption d'une substance 
d'essai au cours d'une période de temps donnée en analysant le fluide 
receveur et la peau traitée. La substance d'essai restant sur la peau 
doit être considérée comme étant absorbée, à moins qu'il soit 
démontré que l'on puisse déterminer l'absorption sur la seule base 
des valeurs relatives au fluide receveur. L'analyse des autres 
éléments (matières récupérées par nettoyage de la peau et matières 
restant à l'intérieur des couches dermiques) permet d'enrichir l'éva
luation des données, en précisant notamment l'évacuation totale de la 
substance d'essai et le pourcentage de récupération. 

Pour démontrer les performances et la fiabilité du système d'essai 
dans le laboratoire chargé de l'étude, les résultats relatifs aux subs
tances chimiques de référence pertinentes doivent être tenus disponi
bles et être conformes à la littérature publiée pour la méthode utili
sée. Pour répondre à cette exigence, on peut procéder à un essai 
simultané de la substance d'essai et d'une substance de référence 
appropriée (présentant de préférence une lipophilicité proche de 
celle de la substance d'essai), ou proposer un historique approprié 
relatif à un certain nombre de substances de référence présentant une 
lipophilicité différente (par exemple, la caféine, l'acide benzoïque et 
la testostérone). 

1.4. DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

1.4.1. Cellule à diffusion 

Une cellule à diffusion se compose d'un compartiment donneur et 
d'un compartiment receveur entre lesquels on place la peau (la figure 
1 présente une cellule à diffusion de conception classique). La cellule 
doit répondre à plusieurs objectifs: assurer une bonne étanchéité sur 
le pourtour de la peau, permettre un échantillonnage aisé et un bon 
mélange de la solution dans le compartiment receveur en contact 
avec le dessous de la peau, et garantir le maintien de la température 
voulue au niveau de la cellule et de son contenu. Des cellules à 
diffusion statique ou dynamique peuvent indifféremment être utili
sées. Normalement, les compartiments donneurs sont laissés sans 
occlusion pendant l'exposition à une dose finie d'une préparation 
d'essai. Toutefois, pour les applications infinies et pour certains 
scénarios avec des doses finies, l'occlusion du compartiment 
donneur peut être envisagée. 
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1.4.2. Fluide receveur 

L'emploi d'un fluide receveur compatible avec des éléments physio
logiques doit être privilégié, mais d'autres fluides peuvent être 
utilisés à condition que ce choix soit justifié. La composition 
précise du fluide receveur doit être fournie. La bonne solubilité de 
la substance d'essai dans le fluide receveur doit être démontrée, de 
façon à garantir qu'il ne fait pas obstacle à l'absorption. En outre, le 
fluide receveur ne doit pas affecter l'intégrité de la préparation cuta
née. Dans un système dynamique, la vitesse de l'écoulement ne doit 
pas gêner la diffusion de la substance d'essai dans le fluide receveur. 
Dans une cellule statique, le fluide doit être remué en permanence et 
échantillonné régulièrement. Si le métabolisme entre également dans 
le cadre de l'étude, le fluide receveur doit garantir la viabilité de la 
peau pendant toute la durée de l'expérience. 

1.4.3. Préparations de peau 

On peut utiliser indifféremment de la peau d'origine humaine ou 
animale. Il est entendu que l'utilisation de la peau humaine est 
soumise à des conditions et considérations d'éthique admises 
d'ordre national et international. L'utilisation d'une peau viable est 
préférable, mais une peau non viable peut aussi être utilisée dès lors 
que son intégrité est démontrée. Des membranes d'épiderme (sépa
rées par procédé enzymatique, chimique ou à la chaleur) ou certaines 
strates de peau (d'une épaisseur généralement comprise entre 200 et 
400 m) préparées avec un dermatome peuvent être utilisées. Des 
épaisseurs de peau complètes peuvent être utilisées, mais il convient 
d'éviter les épaisseurs excessives (environ > 1 mm), sauf si elles sont 
spécifiquement requises pour examiner la substance d'essai dans les 
couches de la peau. Les différents choix effectués (espèce retenue, 
site anatomique et technique de préparation) doivent être justifiés. 
Des données acceptables pour un minimum de quatre essais répétés 
par préparation d'essai doivent être fournies. 

1.4.4. Intégrité de la préparation cutanée 

Il est essentiel que la peau soit correctement préparée. Toute mani
pulation inappropriée peut endommager le stratum corneum; il 
convient donc de contrôler l'intégrité de la peau préparée. Si le 
champ de l'étude englobe le métabolisme de la peau, une peau 
fraîchement excisée doit être utilisée dans les plus courts délais, et 
dans des conditions propres à soutenir l'activité métabolique. De 
manière générale, la peau fraîchement excisée doit être utilisée 
dans les 24 heures, mais la période de stockage acceptable peut 
varier selon le système enzymatique impliqué dans la métabolisation 
et les températures de stockage (13). Lorsque les préparations de 
peau ont été stockées avant utilisation, des éléments établissant 
qu'elles ont conservé toutes leurs fonctions doivent être présentés. 

1.4.5. Substance d'essai 

La substance d'essai est le produit dont on étudie les caractéristiques 
de pénétration. Dans l'idéal, cette substance d'essai doit être radio
marquée. 

1.4.6. Préparation d'essai 

La préparation de la substance d'essai (c'est-à-dire la préparation 
pure, diluée ou le mélange contenant la substance d'essai à appliquer 
sur la peau) doit être identique (ou représenter un substitut réaliste) 
aux produits auxquels peuvent être exposés l'homme ou les autres 
espèces cibles. Toute modification par rapport à la préparation 
«d'usage» doit être justifiée. 
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1.4.7. Concentrations et formulations des substances d'essai 

Normalement, plusieurs concentrations de la substance d'essai sont 
utilisées, de façon à couvrir le haut de la gamme des expositions 
humaines potentielles. De la même manière, on peut envisager 
d'étendre l'étude à un éventail de formulations classiques. 

1.4.8. Application sur la peau 

Dans les conditions normales de l'exposition humaine aux produits 
chimiques, des doses limites sont généralement rencontrées. Par 
conséquent, il convient d'utiliser des doses correspondant à l'exposi
tion humaine potentielle, soit généralement 1 à 5 mg/cm 2 pour une 
substance solide et jusqu'à 10 l/cm 2 pour les liquides. La quantité 
retenue doit être justifiée par les conditions d'utilisation attendues, les 
objectifs fixés pour l'étude, ou les caractéristiques physiques de la 
préparation d'essai. Par exemple, des applications infinies sur la 
surface de la peau peuvent être envisagées s'il s'agit d'étudier une 
exposition à des volumes importants par unité de surface. 

1.4.9. Température 

La température a une incidence sur la diffusion passive des produits 
chimiques (et ainsi sur leur absorption cutanée). Par conséquent, la 
cellule à diffusion et la peau doivent être maintenues à une tempé
rature constante proche de la température normale de la peau, soit 32 
+/- 1 o C. Selon la conception de la cellule, la température du bain ou 
du bloc de chauffage pourra varier, l'objectif étant de maintenir la 
peau et le compartiment receveur à leur norme physiologique. De 
préférence, l'humidité doit être maintenue entre 30 et 70 %. 

1.4.10. Durée de l'exposition et échantillonnage 

L'exposition de la peau à la préparation d'essai peut durer tout le 
temps de l'expérience, ou moins longtemps (par exemple pour imiter 
un type spécifique d'exposition humaine). La peau doit être lavée, à 
l'aide d'un agent lavant approprié, pour éliminer les excédents de la 
préparation d'essai, et les produits de rinçage utilisés doivent être 
collectés pour analyse. La procédure de retrait de la préparation, 
qui dépend des conditions d'utilisation envisagées, doit être justifiée. 
Normalement, une période d'échantillonnage de 24 heures est néces
saire pour permettre une caractérisation adéquate du profil d'absorp
tion. Sachant que l'intégrité de la peau peut commencer à se dété
riorer au-delà de 24 heures, la durée d'échantillonnage ne doit 
normalement pas excéder 24 heures. Cette durée n'est pas nécessaire 
pour les substances d'essai qui pénètrent rapidement la peau, mais 
pour celles qui pénètrent lentement, des temps plus importants 
peuvent se révéler nécessaires. La fréquence d'échantillonnage du 
fluide receveur doit permettre d'établir une représentation graphique 
du profil d'absorption de la substance d'essai. 

1.4.11. Procédures terminales 

Tous les éléments du système d'essai (compartiment donneur, 
produits de rinçage de la surface de la peau, préparation cutanée et 
compartiment/fluide receveur) doivent être analysés et le niveau de 
récupération déterminé. Dans certains cas, il peut être nécessaire de 
fractionner la peau en zone de peau exposée et zone de peau sous le 
rebord de la cellule, et en couches correspondant au stratum 
corneum, à l'épiderme et aux différentes strates du derme, pour 
procéder à des analyses séparées. 

1.4.12. Analyse 

Dans toutes les études, un niveau de récupération approprié doit être 
atteint (à savoir une moyenne de 100 +/- 10 % de la radioactivité, 
tous les écarts devant être justifiés). La quantité de substance d'essai 
dans le fluide receveur, la préparation cutanée, les produits de 
rinçage de la surface de la peau et des appareils doivent être analysés 
selon des procédures appropriées. 
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2. RÉSULTATS 

L'analyse du fluide receveur, la distribution de la substance d'essai 
dans le système d'essai et le profil d'absorption dans le temps doivent 
être présentés. Dans des conditions d'exposition à une dose finie, la 
quantité de substance éliminée lors du nettoyage de la peau, la 
quantité présente dans la peau (et dans les différentes couches 
dermiques si celles-ci ont fait l'objet d'une analyse) et la quantité 
présente dans le fluide receveur (taux et quantité ou pourcentage de 
la dose appliquée) doivent être calculées. Parfois, l'absorption 
cutanée peut être exprimée à partir des seules données relatives au 
fluide receveur. Toutefois, lorsque de la substance d'essai reste dans 
la peau à la fin de l'étude, il peut être nécessaire de l'inclure dans la 
quantité totale absorbée [voir paragraphe 66 de la référence (3)]. 
Dans des conditions d'exposition à une dose infinie, les données 
peuvent permettre de calculer une constante de perméabilité (Kp). 
Dans ce dernier cas, le pourcentage absorbé n'est pas pertinent. 

3. RAPPORT 

3.1. RAPPORT D'ESSAI 

Le rapport d'essai doit préciser les conditions établies dans le proto
cole, justifier le choix du système d'essai utilisé, et également 
contenir les informations suivantes: 

Substance d'essai: 

� état physique; propriétés physico-chimiques (au minimum, poids 
moléculaire et log P oe ), pureté (pureté radiochimique), 

� informations d'identification (par exemple numéro de lot), 

� solubilité dans le fluide receveur. 

Préparation de la substance d'essai: 

� formulation et justification de l'utilisation, 

� homogénéité. 

Conditions d'essai: 

� sources et site de la peau, méthode de préparation, conditions de 
stockage avant utilisation, prétraitement éventuel (nettoyage, trai
tement antibiotique, etc.), mesures de l'intégrité de la peau, état 
métabolique, justification de l'utilisation, 

� conception de la cellule à diffusion, composition du fluide rece
veur, vitesse d'écoulement du fluide receveur ou temps et procé
dures d'échantillonnage, 

� détails de l'application de la préparation d'essai et quantification 
de la dose appliquée, 

� durée de l'exposition, 

� détails sur l'élimination de la préparation d'essai présente sur la 
peau (par exemple rinçage de la peau), 

� détails sur l'analyse de la peau et les techniques de fractionne
ment employées pour mettre en évidence la distribution dans la 
peau, 
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� procédures de nettoyage de la cellule et du matériel, 

� méthodes d'essai, techniques d'extraction, seuils de détection et 
validation de la méthode analytique. 

Résultats: 

� récupération totale de l'expérience (dose appliquée = produits de 
rinçage de la peau + peau + fluide receveur + produits de rinçage 
de la cellule), 

� tableau indiquant la récupération de chaque cellule dans chaque 
compartiment, 

� profil d'absorption, 

� tableau indiquant les données relatives à l'absorption (sous forme 
de taux, de quantités ou de pourcentages). 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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Figure 1 

Exemple de cellule à diffusion statique classiquement utilisée pour la conduite 
d'études d'absorption percutanée in vitro 
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B.46. IRRITATION CUTANÉE IN VITRO: ESSAI SUR ÉPIDERME 
HUMAIN RECONSTITUÉ 

INTRODUCTION 

1. L$irritation cutanée désigne l$apparition sur la peau de lésions réversibles à 
la suite de l$application d$une substance d$essai pendant une période allant 
jusqu$à quatre heures [selon la définition du Système général harmonisé de 
classification et d$étiquetage des produits chimiques (SGH) des Nations 
unies (ONU) et le règlement (CE) n o 1272/2008 du Parlement européen 
et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif à la classification, à l$étiquetage 
et à l$emballage des substances et des mélanges (1)(3)]. La présente 
méthode d$essai propose une procédure in vitro pouvant servir à identifier 
les dangers liés aux produits chimiques (substances et mélanges) irritants 
correspondant à la définition du SGH de l$ONU et à la catégorie 2 du 
règlement CLP de l$Union européenne (1) (2) (3). Dans l$Union européenne 
et les autres régions n$ayant pas adopté la catégorie 3 facultative (substances 
faiblement irritantes) selon le SGH de l$ONU, la présente méthode d$essai 
peut aussi servir à identifier des produits chimiques non classés, c$est-à-dire 
ne relevant d$aucune catégorie dans le SGH de l$ONU ou le règlement CLP 
de l$Union européenne (1) (3). Cette méthode d$essai peut être utilisée pour 
déterminer le pouvoir irritant pour la peau d$un produit chimique, en tant 
que méthode de substitution à part entière remplaçant l$essai d$irritation 
cutanée in vivo, dans le cadre d$une stratégie d$essai à plusieurs niveaux 
(4 et chapitre B.4 de la présente annexe). 

2. Jusqu$à présent, l$évaluation de l$irritation cutanée impliquait généralement 
le recours à des animaux de laboratoire [LD 404 de l$OCDE, chapitre B.4 
de la présente annexe] (4). Par souci du bien-être animal, le chapitre B.4 a 
été révisé en 2004 afin que la corrosion/irritation cutanée puisse être déter
minée via une stratégie d$essai à plusieurs niveaux, faisant appel à des 
méthodes d$essai in vitro ou ex vivo validées, de manière à éviter d$infliger 
des souffrances aux animaux. Trois méthodes d$essai in vitro validées ont 
été adoptées: elles constituent respectivement les lignes directrices 430, 431 
et 435 de l$OCDE (5) (6) (7) et deux d$entre elles les chapitres B.40 et B.40 
bis de la présente annexe, qui sont destinées au volet «corrosivité» de la 
stratégie d$essai à plusieurs niveaux proposée dans le chapitre B.4 de la 
présente annexe ou la LD 404 de l$OCDE (4). 

3. La présente méthode d$essai porte sur le danger d$irritation cutanée pour la 
santé humaine. Elle fait appel à un épiderme humain reconstitué qui, par sa 
conception globale (utilisation de kératinocytes non transformés prélevés sur 
épiderme humain en tant que source cellulaire, ainsi que de tissus et archi
tectures cellulaires représentatifs), reproduit fidèlement les propriétés biochi
miques et physiologiques des couches supérieures de la peau humaine, 
c$est-à-dire l$épiderme. La présente méthode d$essai comprend également 
un ensemble de normes de performance (appendice 2) pour l$évaluation de 
méthodes d$essai sur épiderme humain reconstitué similaires ou modifiées, 
développées par le ECVAM-EC (8), conformément aux principes du docu
ment d$orientation n o 34 de l$OCDE (9). 

4. Il existe trois méthodes validées conformes à la présente méthode d$essai. 
Des études de prévalidation, d$optimisation et de validation ont été réalisées 
pour une méthode in vitro (10) (11) (12) (13) (14) (15) (16) (17) (18) (19) 
(20) utilisant un modèle d$épiderme humain reconstitué, disponible dans le 
commerce sous le nom d$EpiSkin TM (et désignée comme la méthode de 
référence validée, ou MRV). Deux autres méthodes d$irritation cutanée in 
vitro sur épiderme humain reconstitué, également disponibles dans le 
commerce, ont donné des résultats analogues à ceux de la MRV selon 
une validation fondée sur les normes de performance (21): il s$agit des 
méthodes EpiDerm TM SIT (EPI-200) et SkinEthic TM RHE (22). 
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5. Avant de pouvoir utiliser à des fins réglementaires une méthode in vitro sur 
épiderme humain reconstitué similaire ou modifiée, autre que la MRV, 
EpiDerm TM SIT (EPI-200) ou SkinEthic TM , il convient d$en déterminer la 
fiabilité, la pertinence (précision) et les limitations pour l$usage préconisé, 
de manière à s$assurer que ses caractéristiques sont comparables à celles de 
la MRV, conformément aux normes de performance figurant dans la 
présente méthode d$essai (appendice 2). En outre, il est recommandé de 
consulter le document explicatif accompagnant le projet de ligne directrice 
de l$OCDE sur l$essai d$irritation cutanée in vitro avant de développer et de 
valider une méthode in vitro sur épiderme humain reconstitué similaire ou 
modifiée et de la soumettre en vue d$une adoption réglementaire (23). 

DÉFINITIONS 

6. Les définitions utilisées figurent à l$appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

7. L$une des limites de la présente méthode d$essai, comme l$a démontré 
l$étude de validation (16), est qu$elle ne permet pas la classification des 
produits chimiques dans la catégorie facultative 3 du SGH de l$ONU (1). 
Lorsqu$elle est utilisée en tant que méthode d$essai partiellement substitu
tive, un essai ultérieur in vivo peut être nécessaire pour compléter la carac
térisation du potentiel d$irritation cutanée (4 et chapitre B.4 de la présente 
annexe). Il est entendu que l$utilisation de peau humaine est soumise à des 
conditions et considérations d$éthique nationales et internationales. 

8. La présente méthode d$essai se rapporte au volet «irritation cutanée in 
vitro» de la stratégie d$essai à plusieurs niveaux proposée dans le 
chapitre B.4 (LD 404 de l$OCDE) pour les essais d$irritation/corrosion 
cutanée (4). Si elle ne fournit pas d$informations appropriées sur la corro
sion cutanée, on notera cependant que le chapitre B.40 bis (LD 431 de 
l$OCDE) relatif à la corrosion cutanée, bien que faisant appel à un protocole 
différent, est basée sur le même système d$essai sur épiderme humain 
reconstitué (chapitre B.40 bis). La présente méthode a recours à des 
modèles d$épiderme humain reconstitué utilisant des kératinocytes humains, 
et reproduisant donc in vitro l$organe cible de l$espèce étudiée. De plus, elle 
couvre directement l$étape initiale de la cascade inflammatoire/du méca
nisme d$action (lésions cellulaires et tissulaires causant un traumatisme 
localisé) survenant au cours de l$irritation in vivo. Les essais réalisés 
dans le cadre de l$étude de validation sous-tendant cette méthode d$essai 
ont porté sur un large éventail de produits chimiques; la base de données 
empiriques de cette étude totalisait 58 produits chimiques (16) (18) (23). La 
présente méthode d$essai peut être utilisée pour tester des solides, des 
liquides, des semi-solides et des cires. Les liquides peuvent être aqueux 
ou non; les solides peuvent être solubles ou insolubles dans l$eau. Si possi
ble, les solides sont moulus finement avant application; aucun autre prétrai
tement de l$échantillon n$est nécessaire. Les gaz et les aérosols n$ont pas 
encore fait l$objet d$une étude de validation (24). Bien qu$il soit envisa
geable de pouvoir tester des gaz et des aérosols en faisant appel à de 
l$épiderme humain reconstitué, l$actuelle méthode d$essai ne permet pas 
de tester les produits de ce type. Il convient aussi de noter que les produits 
chimiques fortement colorés peuvent interférer avec les mesures de la viabi
lité cellulaire et nécessitent l$utilisation de témoins adaptés pour corriger ces 
interférences (voir les paragraphes 24-26). 

9. Une seule expérience réalisée à l$aide de trois réplicats de tissus identiques 
devrait suffire pour tester les substances dont la classification est sans 
équivoque. En revanche, dans le cas de résultats ambigus, tels que des 
mesures non concordantes pour les différents réplicats et/ou une viabilité 
moyenne égale à 50 ± 5 %, une seconde expérience est envisagée, voire 
une troisième en cas de résultats discordants entre les deux premières. 
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PRINCIPE DE L$ESSAI 

10. La substance d$essai est appliquée localement sur un modèle tridimen
sionnel d$épiderme humain reconstitué, composé de kératinocytes non trans
formés prélevés sur épiderme humain et mis en culture pour former un 
modèle multicouche hautement différencié d$épiderme humain. Ce modèle 
se compose de couches organisées (basale, épineuse et granuleuse), ainsi 
que d$un stratum corneum multicouche contenant des couches lipidiques 
lamellaires intercellulaires représentant les principales classes de lipides, 
similaires à celles que l$on observe in vivo. 

11. L$irritation cutanée consécutive à l$application d$un produit chimique, qui 
se manifeste par des érythèmes ou des #dèmes, résulte d$une cascade 
d$évènements débutant par la pénétration du stratum corneum et la lésion 
des couches sous-jacentes de kératinocytes. En mourant, les kératinocytes 
rejettent des médiateurs à l$origine de la cascade inflammatoire qui agit sur 
les cellules du derme, en particulier les cellules stromales et endothéliales. 
C$est la dilatation et la perméabilité accrue des cellules endothéliales qui 
sont responsables des érythèmes et des oedèmes observés (24). Les 
méthodes fondées sur l$utilisation d$épiderme humain reconstitué permettent 
de mesurer les événements déclencheurs de la cascade. 

12. La viabilité cellulaire des modèles d$épiderme humain reconstitué est 
mesurée via la conversion enzymatique du colorant vital MTT [bromure 
de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium, numéro CAS 298- 
93-1] en un sel de formazan bleu mesuré quantitativement après son extrac
tion des tissus (25). Les produits chimiques irritants sont mis en évidence 
par leur capacité à faire chuter la viabilité cellulaire sous un seuil prédéter
miné (  50 %, pour la catégorie 2 du SGH de l$ONU/règlement CLP de 
l$Union européenne). En fonction du cadre législatif dans lequel les résultats 
de la présente méthode d$essai sont utilisés, les produits chimiques produi
sant une viabilité cellulaire supérieure au seuil défini peuvent être consi
dérés comme non irritants (> 50 %, sans catégorie). 

DÉMONSTRATION DES COMPÉTENCES 

13. Avant d$appliquer en routine l$une des trois méthodes validées conformes à 
la présente méthode d$essai, les laboratoires font la preuve de leur compé
tence technique en utilisant les 10 produits chimiques de référence énumérés 
au tableau 1. Avant de pouvoir utiliser à des fins réglementaires une 
méthode similaire développée conformément à cette méthode d$essai, ou 
une variante d$une des trois méthodes validées, il convient de répondre 
aux normes de performance décrites à l$appendice 2 de la présente 
méthode d$essai. 

14. Dans le cadre de la démonstration des compétences, il est recommandé à 
l$utilisateur de contrôler les propriétés de barrière des tissus dès réception, 
comme précisé par le producteur du modèle d$épiderme humain recons
titué. Cette étape est particulièrement importante lorsque les tissus sont 
transportés sur de longues distances/durées. Lorsqu$une méthode a été 
établie avec succès, et que le laboratoire a démontré sa maîtrise de 
cette méthode, il ne sera plus nécessaire de procéder systématiquement 
à cette vérification. Toutefois, pour les méthodes utilisées en routine, il 
est recommandé de continuer à évaluer les propriétés de barrière des 
tissus à intervalles réguliers. 

Tableau 1 

Produits chimiques de référence ( 1 ) 

Produit chimique Numéro CAS Score in vivo ( 2 ) État physique 

Catégorie du SGH de 
l$ONU/règlement 
CLP de l$Union 

européenne 

acide naphtylacétique 86-87-3 0 solide sans catégorie 

isopropanol 67-63-0 0,3 liquide sans catégorie 
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Produit chimique Numéro CAS Score in vivo ( 2 ) État physique 

Catégorie du SGH de 
l$ONU/règlement 
CLP de l$Union 

européenne 

stéarate de méthyle 112-61-8 1 solide sans catégorie 

butyrate d$heptyle 5870-93-9 1,7 liquide sans catégorie 

(cat. 3 faculta
tive) ( 3 ), ( 4 ) 

salicylate d$hexyle 6259-76-3 2 liquide sans catégorie 

(cat. 3 faculta
tive) ( 3 ), ( 4 ) 

3-p-cuményl-2-méthylpropionaldéhyde 103-95-7 2,3 liquide catégorie 2 

1-bromohexane 111-25-1 2,7 liquide catégorie 2 

hydroxyde de potassium (solution 
aqueuse à 5 %) 

1310-58-3 3 liquide catégorie 2 

1-méthyl-3-phényl-1-pipérazine 5271-27-2 3,3 solide catégorie 2 

heptanal 111-71-7 3,4 liquide catégorie 2 

( 1 ) Ces produits chimiques de référence constituent un sous-ensemble des produits chimiques de référence utilisés dans l$étude de 
validation. 

( 2 ) Score in vivo d$après B.4 et la ligne directrice 404 de l$OCDE (4). 
( 3 ) Dans cette méthode d$essai, les substances classées dans la catégorie facultative 3 du SGH de l$ONU (matières faiblement irritantes) 

(1) sont considérées comme «sans catégorie». 
( 4 ) La catégorie 3 (facultative) du SGH de l$ONU n$est pas applicable dans le cadre du règlement CLP de l$Union européenne. 

PROTOCOLE 

15. Les éléments et le protocole d$une méthode d$irritation cutanée sur 
épiderme humain reconstitué sont décrits ci-après. Un modèle d$épiderme 
humain est reconstitué; le laboratoire peut le préparer lui-même ou l$obtenir 
dans le commerce. Il existe des modes opératoires normalisés pour les 
méthodes EpiSkin TM , EpiDerm TM SIT (EPI-200) et SkinEthic TM RHE 
(26) (27) (28). Les essais se dérouler dans les conditions suivantes: 

Éléments de la méthode d"essai sur épiderme humain reconstitué 

Conditions générales 

16. L$épithélium est reconstruit à partir de kératinocytes humains non trans
formés. Plusieurs couches de cellules épithéliales viables (couche basale, 
stratum spinosum, stratum granulosum) doivent être présentes sous un 
stratum corneum fonctionnel. Le stratum corneum doit comporter plusieurs 
couches présentant le profil lipidique nécessaire pour constituer une barrière 
fonctionnelle suffisamment robuste pour résister à la pénétration rapide des 
substances marqueurs cytotoxiques telles que le dodécylsulfate de 
sodium (SDS) ou le Triton X-100. La fonction de barrière est démontrée 
et peut être évaluée soit en déterminant la concentration à laquelle une 
substance marqueur réduit la viabilité des tissus de 50 % (CI 50 ) après un 
temps d$exposition donné, soit en définissant le temps d$exposition requis 
pour réduire la viabilité des cellules de 50 % (TE 50 ) après application de la 
substance marqueur à une concentration fixe déterminée. Le modèle d$épi
derme humain reconstitué présente des propriétés de confinement suffisantes 
pour éviter que de la matière puisse contourner le stratum corneum pour 
atteindre les tissus viables, ce qui nuirait à la qualité de la modélisation de 
l$exposition cutanée. Enfin, le modèle est exempt de toute contamination 
bactérienne, virale, mycoplasmique ou mycosique. 
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Conditions fonctionnelles 

Viabilité 

17. La viabilité est mesurée au moyen du colorant MTT (25). Les utilisateurs 
du modèle d$épiderme humain reconstitué font en sorte que chaque lot 
utilisé réponde aux critères définis pour le témoin négatif (TN). La 
densité optique (DO) du solvant d$extraction seul est suffisamment faible, 
c$est-à-dire < 0,1. Une plage d$acceptabilité (valeurs limites inférieure et 
supérieure) pour le témoin négatif (dans les conditions de la méthode 
d$essai d$irritation cutanée) est établie par le développeur/fournisseur du 
modèle d$épiderme humain reconstitué. Les plages d$acceptabilité pour 
les trois méthodes validées sont indiquées dans le tableau 2. Il est démontré 
que les tissus traités par le témoin négatif sont stables en culture (c$est-à- 
dire qu$ils présentent des mesures de viabilité comparables) tout au long de 
la période d$exposition. 

Tableau 2 

Plages d"acceptabilité pour la DO du témoin négatif 

Valeur limite inférieure 
d$acceptation 

Valeur limite supérieure 
d$acceptation 

EpiSkin TM (SM)  0,6  1,5 

EpiDerm TM SIT (EPI-200)  1,0  2,5 

SkinEthic TM RHE  1,2  2,5 

Fonction de barrière 

18. Le stratum corneum et sa composition lipidique doivent être suffisants pour 
résister à la pénétration rapide de substances marqueurs cytotoxiques telles 
que le SDS ou le Triton X-100. Cette capacité est évaluée par la CI 50 et le 
TE 50 (tableau 3). 

Morphologie 

19. L$examen histologique du modèle d$épiderme humain reconstitué doit 
mettre en évidence une structure semblable à celle de l$épiderme humain 
(comprenant notamment un stratum corneum multicouche). 

Reproductibilité 

20. La reproductibilité dans le temps des résultats obtenus à l$aide des témoins 
positifs et négatifs est démontrée. 

Contrôle de qualité 

21. Il incombe au développeur/fournisseur du modèle d$épiderme humain 
reconstitué de garantir et de démontrer que chaque lot utilisé répond à 
des critères de fabrication définis, dont les plus pertinents sont ceux relatifs 
à la viabilité (paragraphe 17), à la fonction de barrière (paragraphe 18) et à 
la morphologie (paragraphe 19). Ces informations sont communiquées aux 
utilisateurs, afin qu$ils puissent les inclure dans le rapport d$essai. Une 
plage d$acceptabilité (valeurs limites inférieure et supérieure) pour les 
valeurs CI 50 ou TE 50 est établie par le développeur/fournisseur d$épiderme 
humain (ou l$investigateur en cas d$utilisation d$un modèle «maison»). 
Seuls les résultats obtenus à l$aide de tissus répondant à ces critères pour
ront être retenus pour prédire de façon fiable les effets irritants des subs
tances testées. À titre d$exemple, les plages d$acceptabilité pour les trois 
méthodes validées sont indiquées dans le tableau 3. 
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Tableau 3 

Exemples de critères de contrôle de qualité des lots 

Valeur limite inférieure 
d$acceptation 

Valeur limite supérieure 
d$acceptation 

EpiSkin TM (SM) 

(18 heures de traitement par 
SDS) (26) 

IC 50 = 1,0 mg/ml IC 50 = 3,0 mg/ml 

EpiDerm TM SIT (EPI-200) 

(1 % Triton X-100) (27) 

ET 50 = 4,8 h ET 50 = 8,7 hr 

SkinEthic TM RHE 

(1 % Triton X-100) (28) 

ET 50 = 4,0 hr ET 50 = 9,0 h 

Application des substances et mélanges chimiques d!essai et des substances et 
mélanges chimiques témoins 

22. Il convient d$utiliser au minimum trois réplicats par essai pour chaque 
substance d$essai et pour les témoins. Pour les substances liquides 
comme pour les substances solides, il convient d$appliquer une quantité 
suffisante de substance et mélange chimiques d$essai pour recouvrir unifor
mément la surface de la peau, sans pour autant utiliser une dose infinie, 
c$est-à-dire au minimum 25 L/cm2 ou 25 mg/cm2. Dans le cas de subs
tances ou mélanges solides, il convient d$humidifier la surface de l$épi
derme avec de l$eau déionisée ou distillée avant application, afin d$assurer 
un bon contact entre la substance et mélange chimique d$essai et la surface 
de l$épiderme. Chaque fois que possible, il convient de tester les solides 
sous la forme d$une poudre fine. À la fin de la période d$exposition, la 
surface de l$épiderme est nettoyée avec soin à l$aide d$un tampon aqueux 
ou de NaCl à 0.9 %, afin d$éliminer la substance d$essai. En fonction de la 
méthode validée utilisée, la période d$exposition peut varier entre 15 et 60 
minutes et la température d$incubation entre 20 et 37 °C. Les durées et 
températures d$exposition sont optimisées pour chacune des méthodes sur 
épiderme humain reconstitué, et tiennent compte des propriétés intrinsèques 
de chaque méthode. Pour de plus amples informations, voir les modes 
opératoires normalisés des trois méthodes (26) (27) (28). 

23. Des témoins négatifs (TN) et positifs (TP) sont utilisés simultanément pour 
chaque étude afin de démontrer que la viabilité (dans le cas du TN), la 
fonction de barrière et la sensibilité tissulaire qui en résulte (dans le cas du 
TP) se situent dans une fourchette historique définie de valeurs acceptables. 
La substance recommandée en tant que TP est une solution aqueuse de SDS 
à 5 %. Pour les TN, il est recommandé d$utiliser de l$eau ou une solution 
saline tamponnée au phosphate [phosphate buffered saline (PBS)]. 

Mesures de la viabilité cellulaire 

24. L$aspect le plus important du protocole est que les mesures de la viabilité 
ne sont pas réalisées immédiatement après l$exposition aux substances d$es
sai, mais après une période d$incubation posttraitement suffisamment longue 
des tissus rincés dans un milieu frais. Cette période permet aussi bien la 
disparition des effets faiblement cytotoxiques que l$apparition d$effets cyto
toxiques manifestes. Durant la phase d$optimisation de l$essai (11) (12) (13) 
(14) (15), une période d$incubation posttraitement de 42 heures s$est révélée 
optimale. 

25. Le test du MTT est une méthode quantitative validée, recommandée pour 
mesurer la viabilité cellulaire dans le cadre de cette méthode d$essai. Elle 
est compatible avec une utilisation sur un modèle tissulaire tridimensionnel. 
L$échantillon de tissu est placé dans une solution MTT à la concentration 
appropriée (par exemple 0,3-1 mg/mL) pendant 3 heures. Le précipité bleu 
de formazan est ensuite extrait à l$aide d$un solvant (ex.: isopropanol, 
isopropanol acide), et l$on mesure la concentration du formazan en déter
minant sa DO à 570 nm à l$aide d$un filtre passe-bande de ± 30 nm au 
maximum. 
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26. Les propriétés optiques de la substance d$essai ou son action chimique sur 
le MTT sont susceptibles d$interférer avec l$expérience et de conduire à une 
estimation erronée de la viabilité (la substance d$essai pouvant aussi bien 
inhiber ou faire disparaître la coloration que la provoquer). Cela peut se 
produire lorsque la substance d$essai n$a pas été totalement éliminée du 
tissu par rinçage ou lorsqu$elle a pénétré dans l$épiderme. Si une substance 
d$essai agit directement sur le MTT (agent réducteur du MTT), est naturel
lement colorée, ou si elle se colore durant le traitement du tissu, des 
contrôles supplémentaires sont pratiqués pour détecter et corriger les inter
férences de la substance d$essai avec la mesure de la viabilité. On trouvera 
une description détaillée de la manière de corriger la réduction directe du 
MTT ou les interférences dues aux agents colorants dans le mode opératoire 
normalisé des trois méthodes validées (26) (27) (28). 

Critères d!acceptabilité 

27. Pour chaque méthode faisant appel à des lots valables d$épiderme humain 
reconstitué (voir paragraphe 21), les tissus traités par le témoin négatif (TN) 
présentent une DO rendant compte de la qualité des tissus ayant été soumis 
à toutes les étapes d$expédition et de réception ainsi qu$à l$intégralité du 
protocole. Les valeurs de DO des témoins ne sont pas inférieures aux 
limites historiques. De la même façon, les résultats obtenus pour les 
tissus traités par le témoin positif (TP), c$est-à-dire la solution aqueuse de 
SDS à 5 %, rendent compte de leur capacité à réagir à un produit chimique 
irritant dans les conditions de la méthode d$essai (26) (27) (28). Il y a lieu 
de définir les mesures associées et appropriées de la variabilité entre les 
réplicats de tissu (par exemple, si des écarts types sont utilisés, ils se situent 
dans l$intervalle unilatéral de tolérance à 95 % calculé à partir des données 
historiques; pour la MRV, l$écart type est  18 %). 

Interprétation des résultats et modèle prédictif 

28. La valeur de DO obtenue pour chaque substance d$essai peut être utilisée 
pour calculer le pourcentage de viabilité cellulaire normalisé par rapport au 
témoin négatif, lequel correspond à une viabilité cellulaire arbitrairement 
fixée à 100 %. La valeur seuil du pourcentage de viabilité cellulaire, qui 
établit la distinction entre les substances d$essai irritantes et les substances 
d$essai non classées, de même que les procédures statistiques utilisées pour 
évaluer les résultats et identifier les substances irritantes, sont clairement 
définies et étayées par des données. Il conviendra par ailleurs de démontrer 
leur pertinence. Les valeurs seuils permettant de prédire les effets irritants 
sont indiquées ci-dessous: 

� La substance d$essai est considérée comme irritante pour la peau confor
mément à la catégorie 2 du SGH de l$ONU/règlement CLP de l$Union 
européenne, si la viabilité du tissu après exposition et incubation post
traitement est inférieure ou égale ( ) à 50 %. 

� Selon le cadre législatif dans lequel les résultats de la présente méthode 
d$essai sont utilisés, la substance chimique d$essai peut être considérée 
comme non irritante pour la peau conformément à l$absence de caté
gorie du SGH de l$ONU/règlement CLP de l$Union européenne, si la 
viabilité du tissu après exposition et incubation posttraitement est supé
rieure (>) à 50 %. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Résultats 

29. Pour chaque essai, il convient de présenter, sous forme de tableau, 
les résultats obtenus pour chaque réplicat de tissu (par exemple, les 
valeurs de DO et le pourcentage de viabilité cellulaire calculé pour 
chaque substance d$essai, ainsi que la classification correspondante), y 
compris les données obtenues, le cas échéant, en reproduisant les 
expériences. Il conviendra en outre de préciser les valeurs moyennes 
± écart type correspondant à chaque essai. Les interactions observées 
avec le réactif MTT et les substances d$essai colorées seront signa
lées pour chaque substance testée. 
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Rapport d!essai 

30. Le rapport d$essai contient les informations suivantes: 

Produits chimiques d$essai et témoin: 

� nom(s) chimique(s), tels que le nom CAS, le numéro CAS, le nom et le 
numéro CE, s$ils sont connus, 

� pureté et composition du produit chimique (en pourcentage en poids), 

� propriétés physico-chimiques importantes pour l$exécution de l$essai 
(par exemple, état physique, stabilité, volatilité, pH et hydrosolubilité, 
s$ils sont connus), 

� le cas échéant, traitement des produits chimiques d$essai/témoins avant 
l$essai (par exemple, chauffage, réduction en poudre), 

� conditions de stockage. 

Justification du choix du modèle d$épiderme humain reconstitué et du 
protocole utilisé 

Conditions de l$essai: 

� système cellulaire utilisé, 

� informations complètes sur le modèle spécifique d$épiderme humain 
reconstitué utilisé, et notamment sur ses performances, à savoir (liste 
non limitative): 

i) viabilité, 

ii) fonction de barrière, 

iii) morphologie, 

iv) reproductibilité et valeur prédictive, 

v) contrôles de qualité (CQ) du modèle, 

� détails du protocole utilisé, 

� doses d$essai utilisées, durée de l$exposition et de la période d$incuba
tion posttraitement, 

� description de toute modification éventuelle du protocole, 

� référence aux données historiques du modèle, à savoir (liste non limi
tative): 

i) acceptabilité des données de CQ par rapport aux données historiques 
des lots, 

ii) acceptabilité des valeurs des témoins positifs et négatifs par rapport 
aux moyennes et aux fourchettes des témoins positifs et négatifs, 

� description des critères d$évaluation utilisés, notamment justification du 
choix des valeurs-seuils pour le modèle prédictif, 

� référence aux données témoins historiques. 
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Résultats: 

� présentation sous forme de tableau des résultats de chaque produit 
chimique d$essai pour chaque essai et chaque mesure de réplicat, 

� indication des témoins utilisés pour les agents réducteurs directs du 
MTT et/ou pour les produits chimiques d$essai colorants, 

� description des autres effets observés. 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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Appendice 1 

Définitions 

CI 50 : valeur pouvant être estimée en déterminant la concentration d$une subs
tance marqueur qui réduit la viabilité des tissus de 50 % (CI 50 ) après un temps 
d$exposition déterminé. Voir également TE 50 . 

Concordance: mesure de performance pour les méthodes d$essai produisant des 
résultats relatifs à des catégories. Elle constitue un des aspects de la pertinence. 
Ce terme est utilisé indifféremment à la place de «précision», et se définit comme 
la proportion de toutes les substances chimiques testées qui ont été correctement 
classées comme positives ou négatives (9). 

Dose infinie: quantité de substance d$essai appliquée sur la peau qui dépasse la 
quantité requise pour recouvrir entièrement et uniformément la surface de l$épi
derme. 

Essai substitutif: essai conçu pour remplacer un essai utilisé en routine et accepté, 
servant à l$identification des dangers et/ou à l$évaluation de risques, et dont il a 
été démontré qu$il assure, par rapport à l$essai accepté, une protection équiva
lente ou accrue de la santé humaine ou animale ou de l$environnement, selon les 
cas, pour toutes les situations et substances chimiques d$essai possibles (9). 

Fiabilité: mesure dans laquelle une méthode d$essai peut être reproduite au fil du 
temps par un même laboratoire ou par plusieurs laboratoires en utilisant le même 
protocole. Elle est évaluée en calculant la reproductibilité intralaboratoire et 
interlaboratoires (9). 

Irritation cutanée: apparition sur la peau de lésions réversibles à la suite de 
l$application d$une substance d$essai pendant une durée pouvant aller jusqu$à 
quatre heures. L$irritation cutanée est une réaction locale, non immunogène, 
qui se manifeste peu après une stimulation (29). Elle se caractérise essentielle
ment par un processus réversible impliquant des réactions inflammatoires et la 
plupart des signes cliniques caractéristiques de l$irritation (érythème, #dème, 
démangeaisons et douleur) qui sont associés au processus inflammatoire. 

Normes de performance: normes, fondées sur une méthode d$essai validée, 
permettant d$évaluer la comparabilité d$une méthode d$essai proposée, structu
rellement et fonctionnellement similaire. Elles comprennent: i) les éléments 
essentiels de la méthode d$essai, ii) une liste minimale de produits chimiques 
de référence choisis parmi ceux utilisés pour démontrer les performances accep
tables de la méthode d$essai validée, et iii) les niveaux de précision et de fiabilité 
comparables à ceux obtenus pour la méthode d$essai validée, que la méthode 
d$essai proposée doit présenter lorsqu$on l$évalue à l$aide des produits chimiques 
de référence de la liste minimale (9). 

Pertinence: description de la relation entre l$essai et l$effet étudié, et détermina
tion de son adéquation et de son utilité à des fins spécifiques. Elle définit le 
degré auquel l$essai mesure ou prédit correctement l$effet biologique d$intérêt. La 
pertinence tient compte de la précision (concordance) d$une méthode d$essai (9). 

Précision: degré de conformité entre les résultats de la méthode d$essai et les 
valeurs de référence acceptées. Elle constitue une mesure de performance de la 
méthode d$essai et l$un des aspects de sa pertinence. Ce terme est souvent utilisé 
indifféremment à la place de «concordance» pour qualifier la proportion de 
résultats corrects d$une méthode d$essai (9). 

Produits chimiques de référence: produits chimiques choisis pour être utilisés 
dans le processus de validation, dont les réponses dans le système d$essai de 
référence in vitro ou in vivo ou sur l$espèce d$intérêt sont déjà connues. Ils 
doivent être représentatifs des classes de produits chimiques auxquelles il est 
prévu d$appliquer la méthode d$essai, et couvrir la gamme complète des réponses 
attendues des produits chimiques pour lesquels la méthode d$essai est conçue, 
qu$elles soient fortes, faibles, ou négatives. Les différentes étapes du processus 
de validation, ainsi que différentes méthodes d$essai et utilisations d$essais, 
peuvent exiger des groupes de produits chimiques de référence différents (9). 
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Règlement CLP de l!Union européenne (règlement de la Commission européenne 
relatif à la classification, à l!étiquetage et à l!emballage des substances 
chimiques et des mélanges): vise la mise en #uvre dans l$Union 
européenne (UE) du SGH de l$ONU pour la classification des produits chimiques 
(substances et mélanges) (3). 

Réplique d!essai: méthode d$essai structurellement et fonctionnellement similaire 
à une méthode de référence validée et acceptée. Ce type d$essai peut éventuel
lement faire l$objet d$une validation accélérée. Synonyme de méthode d$essai 
similaire (9). 

Sensibilité: proportion des substances d$essai positives/actives qui sont correcte
ment classées par l$essai. Elle permet de mesurer la précision d$une méthode 
d$essai produisant des résultats relatifs à des catégories, et constitue un élément 
important à prendre en considération pour évaluer la pertinence d$une méthode 
d$essai (9). 

SGH [Système général harmonisé de classification et d!étiquetage des produits 
chimiques des Nations unies (ONU)]: système proposant la classification des 
produits chimiques (substances et mélanges) conformément à des types et des 
niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi 
que la communication des éléments d$information correspondants, notamment par 
des pictogrammes, mentions d$avertissement, mentions de danger, conseils de 
prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser des informations 
sur leurs effets indésirables dans le but de protéger les personnes (en particulier 
les employeurs, employés, transporteurs, consommateurs et personnels des 
services d$urgence) et l$environnement (1). 

Spécificité: proportion des substances d$essai négatives/inactives qui sont correc
tement classées par l$essai. Elle permet de mesurer la précision d$une méthode 
d$essai produisant des résultats relatifs à des catégories, et constitue un élément 
important à prendre en considération pour évaluer la pertinence d$une méthode 
d$essai (9). 

Stratégie d!essai à plusieurs niveaux: essai faisant appel à plusieurs méthodes de 
manière séquentielle; les méthodes d$essai sélectionnées à chaque niveau sont 
déterminées par les résultats du niveau d$essai précédent (9). 

Substance d!essai (également dénommée substance chimique d!essai): toute subs
tance et tout mélange testés selon la présente méthode d$essai. 

TE 50 : valeur pouvant être estimée en déterminant le temps d$exposition néces
saire pour réduire la viabilité cellulaire de 50 % après application de la substance 
marqueur à une concentration fixe spécifiée. Voir également CI 50 . 

Viabilité cellulaire: paramètre mesurant l$activité totale d$une population cellu
laire, par exemple la capacité des déshydrogénases mitochondriales cellulaires à 
réduire le colorant vital MTT [bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphé
nyltétrazolium], qui, selon l$effet mesuré et le protocole utilisé pour l$essai, est en 
corrélation avec le nombre total et/ou la vitalité des cellules vivantes. 
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Appendice 2 

Normes de performance pour l"évaluation de méthodes similaires ou 
modifiées proposées pour les essais d"irritation cutanée in vitro sur 

épiderme humain reconstitué 

INTRODUCTION 

1. L$objectif des normes de performance est d$indiquer sur quelles bases 
évaluer la précision et la fiabilité de nouvelles méthodes d$essai vis-à-vis 
d$objectifs définis, que ces méthodes soient protégées (par des droits d$au
teur, une marque déposée ou un enregistrement) ou non. Conçues à partir de 
méthodes validées et acceptées, ces normes peuvent également servir à 
évaluer la fiabilité et la précision d$autres méthodes analogues (aussi appe
lées «essais répliques»), fondées sur des principes scientifiques et permet
tant de quantifier ou prévoir le même effet biologique ou toxique (9). 

2. Avant d$adopter des méthodes modifiées, c$est-à-dire les améliorations 
proposées d$une méthode approuvée, il convient de déterminer quel 
peut être l$effet des modifications envisagées sur les performances de 
l$essai, et dans quelle mesure ces modifications influent sur les informa
tions disponibles pour les autres éléments du processus de validation. En 
fonction du nombre et de la nature des changements proposés, des 
données générées et des documents justificatifs associés, le processus 
de validation sera le même que pour un nouvel essai ou, le cas échéant, 
limité à une évaluation de la fiabilité et de la pertinence sur la base des 
normes de performance établies (9). 

3. La fiabilité et la précision des méthodes d$essai similaires (répliques) ou des 
variantes de l$une des trois méthodes validées [EpiSkin TM (méthode de 
référence validée, MRV), EpiDerm TM SIT (EPI-200) et SkinEthic TM 

RHE] proposées dans la présente méthode d$essai sont évaluées à l$aide 
de produits chimiques représentant l$éventail complet des scores d$irritation 
de Draize. Les valeurs de fiabilité et de précision obtenues, lors de l$éva
luation des méthodes similaires ou modifiées proposées, à l$aide des 20 
produits chimiques de référence recommandés dans les normes de perfor
mance (tableau 1) sont comparables à celles obtenues par la MRV ou 
meilleures que celles-ci (tableau 2) (2) (16). Les valeurs de fiabilité et de 
précision à atteindre sont indiquées aux paragraphes 8 à 12 du présent 
appendice. Des substances non classées («sans catégorie» dans le SGH de 
l$ONU/règlement CLP de l$Union européenne) et classées (catégorie 2 du 
SGH de l$ONU/règlement CLP de l$Union européenne) (1) représentant 
différentes classes chimiques sont incluses afin que la fiabilité et la préci
sion (sensibilité, spécificité et précision globale) de la méthode d$essai 
proposée puissent être comparées à celles de la MRV. Avant d$appliquer 
une méthode pour tester de nouveaux produits chimiques, il convient de 
déterminer sa fiabilité et son aptitude à détecter correctement les substances 
chimiques irritantes de la catégorie 2 du SGH de l$ONU/règlement CLP de 
l$Union européenne ainsi que, selon le cadre réglementaire pour lequel les 
données sont produites, son aptitude à détecter correctement les substances 
chimiques ne relevant d$aucune catégorie du SGH. 

4. Ces normes de performance sont fondées sur celles du ECVAM (8), mises à jour 
conformément aux systèmes SGH de l$ONU et CLP de l$Union européenne sur 
la classification et l$étiquetage (1) (3). Les normes de performance d$origine ont 
été définies à l$issue de l$étude de validation (21) et établies sur la base du 
système de classification de l$Union européenne tel que figurant dans la direc
tive 2001/59/CE de la Commission du 6 août 2001 portant vingt-huitième 
adaptation au progrès technique de la directive 67/548/CEE du Conseil concer
nant le rapprochement des dispositions législatives, réglementaires et adminis
tratives relatives à la classification, l$emballage et l$étiquetage des substances 
dangereuses ( 1 ). À la suite de l$adoption par l$Union européenne du système 
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SGH de l$ONU pour la classification et l$étiquetage des substances chimiques 
(CLP de l$Union européenne) (3), intervenue entre la finalisation de l$étude de 
validation et l$achèvement de la présente méthode d$essai, les normes de perfor
mance ont été mises à jour (8). Les modifications portent principalement 
sur: i) l$ensemble de produits chimiques de référence utilisé dans les 
normes de performance; et ii) les valeurs définies pour la fiabilité et la 
précision (2) (23). 

NORMES DE PERFORMANCE POUR LES MÉTHODES D$ESSAI D$IRRI
TATION CUTANÉE IN VITRO SUR ÉPIDERME HUMAIN RECONSTITUÉ 

5. Les normes de performance se composent des trois éléments suivants (9): 

I) les éléments essentiels de la méthode d$essai 

II) une liste minimale de produits chimiques de référence 

III) des valeurs définies de fiabilité et de précision 

I) Éléments essentiels de la méthode d"essai 

6. Il s$agit des éléments structurels, fonctionnels et procéduraux essentiels 
d$une méthode d$essai validée qui figurent dans le protocole de toute 
méthode structurellement et fonctionnellement similaire ou modifiée propo
sée. Ces éléments recouvrent les caractéristiques propres de la méthode, la 
description des points clés de la procédure et les mesures de contrôle de 
qualité. Le respect de ces éléments essentiels contribuera à garantir que les 
méthodes similaires ou modifiées proposées sont fondées sur les mêmes 
concepts que la MRV correspondante (9). Les éléments essentiels de la 
méthode d$essai sont décrits en détail aux paragraphes 16 à 21 de la 
présente méthode d$essai, et l$essai est réalisé de la manière suivante: 

� conditions générales (paragraphe 16), 

� conditions fonctionnelles, comprenant: 

� viabilité (paragraphe 17), 

� fonction de barrière (paragraphe 18), 

� morphologie (paragraphe 19), 

� reproductibilité (paragraphe 20), 

� contrôle de qualité (paragraphe 21). 

II) Liste minimale de produits chimiques de référence 

7. Les produits chimiques de référence sont utilisés pour déterminer si la 
fiabilité et la précision d$une méthode proposée similaire ou modifiée, 
dont on a démontré qu$elle était suffisamment similaire à la MRV sur les 
plans structurel et fonctionnel ou qu$elle représentait une modification 
mineure par rapport à l$une des trois méthodes validées, sont comparables 
à celles de la MRV ou meilleures que celles-ci (2) (8) (16) (23). Les 20 
produits chimiques de référence recommandés figurant dans le tableau 1 
comprennent des substances représentant différentes classes chimiques 
(catégories chimiques basées sur des groupes fonctionnels) et représenta
tives de l$éventail complet des scores d$irritation de Draize (des substances 
non irritantes aux substances fortement irritantes). Le tableau comprend dix 
substances classées dans la catégorie 2 du SGH de l$ONU/règlement CLP 
de l$Union européenne et 10 substances non classées, parmi lesquelles trois 
relèvent de la catégorie 3 facultative du SGH de l$ONU. Aux fins de la 
présente méthode d$essai, la catégorie 3 facultative du SGH de l$ONU 
équivaut à «sans catégorie». Les produits chimiques figurant dans le 
tableau 1 sont sélectionnés parmi ceux qui sont utilisés lors de la phase 
d$optimisation consécutive à l$étude de prévalidation et de validation de 
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la MRV, eu égard à leur fonction chimique et leur état physique (14) (18). 
Ces produits chimiques de référence représentent le nombre minimal de 
substances à utiliser pour évaluer la précision et la fiabilité d$une 
méthode proposée similaire ou modifiée, mais ne sont pas utilisés pour le 
développement de nouvelles méthodes. Si une substance du tableau n$est 
pas disponible, il est possible d$utiliser d$autres produits chimiques pour 
lesquels il existe des données de référence in vivo appropriées, choisis en 
premier lieu parmi ceux utilisés lors de la phase d$optimisation consécutive 
à l$étude de prévalidation ou de validation de la MRV. Si nécessaire, il est 
possible d$ajouter à cette liste minimale d$autres produits chimiques repré
sentant d$autres classes chimiques et pour lesquels on dispose de données 
de référence in vivo appropriées, afin d$évaluer plus avant la précision de la 
méthode proposée. 

Tableau 1 

Liste minimale de produits chimiques de référence pour la détermination des valeurs de précision et de fiabilité 
de méthodes d"irritation cutanée sur épiderme humain reconstitué similaires ou modifiées ( 1 ) 

Produit chimique Numéro CAS État physique Score in vivo 
Cat. MRV in 

vitro 

Cat. SGH/règlement 
CLP de l$Union 

européenne in vivo 

1-bromo-4-chlorobutane 6940-78-9 liquide 0 cat. 2 sans catégorie 

phtalate de diéthyle 84-66-2 liquide 0 sans catégorie sans catégorie 

acide naphtylacétique 86-87-3 solide 0 sans catégorie sans catégorie 

phénoxyacétate d$allyle 7493-74-5 liquide 0,3 sans catégorie sans catégorie 

isopropanol 67-63-0 liquide 0,3 sans catégorie sans catégorie 

4-(méthylthio)-benzaldéhyde 3446-89-7 liquide 1 cat. 2 sans catégorie 

stéarate de méthyle 112-61-8 solide 1 sans catégorie sans catégorie 

butyrate d$heptyle 5870-93-9 liquide 1,7 sans catégorie sans catégorie 

salicylate d$hexyle 6259-76-3 liquide 2 sans catégorie sans catégorie 

cinnamaldéhyde 104-55-2 liquide 2 cat. 2 sans catégorie 

(cat. 3 faculta
tive) ( 3 ) 

décane-1-ol ( 2 ) 112-30-1 liquide 2,3 cat. 2 cat. 2 

3-p-cuményl-2-méthylpropio
naldéhyde 

103-95-7 liquide 2,3 cat. 2 cat. 2 

1-bromohexane 111-25-1 liquide 2,7 cat. 2 cat. 2 

hydrochlorure de 2-chloro
méthyl-4-méthoxy-3,5 dimé
thyl pyridine 

86604-75-3 solide 2,7 cat. 2 cat. 2 

Disulfure de dipropyle ( 2 ) 629-19-6 liquide 3 sans catégorie cat. 2 

hydroxyde de potassium (sol. 
aqueuse à 5 %) 

1310-58-3 liquide 3 cat. 2 cat. 2 

Méthyl-2 tert-butyle-5 thio
phénol; thio PTBT 

7340-90-1 liquide 3,3 cat. 2 cat. 2 

1-méthyl-3-phényl-1-pipéra
zine 

5271-27-2 solide 3,3 cat. 2 cat. 2 
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Produit chimique Numéro CAS État physique Score in vivo 
Cat. MRV in 

vitro 

Cat. SGH/règlement 
CLP de l$Union 

européenne in vivo 

heptanal 111-71-7 liquide 3,4 cat. 2 cat. 2 

tétrachloréthylène 127-18-4 liquide 4 cat. 2 cat. 2 

( 1 ) La sélection des produits chimiques se fonde sur les critères suivants: i) les substances sont disponibles dans le commerce; ii) elles 
sont représentatives de l$éventail complet des scores d$irritation de Draize (des substances non irritantes aux substances très 
irritantes); iii) elles ont une structure chimique bien définie; iv) elles sont représentatives de la fonctionnalité chimique utilisée pour 
la validation; v) elles ne sont pas associées à un profil extrêmement toxique (cancérogène ou toxique pour la reproduction, par 
exemple) ni à des coûts d$élimination prohibitifs. 

( 2 ) Substances irritantes chez le lapin, mais pour lesquelles il existe des preuves fiables de leur caractère non irritant chez l$homme (31) 
(32) (33). 

( 3 ) Dans le cadre du SGH de l$ONU, pas dans le cadre du règlement CLP de l$Union européenne. 

III) Valeurs définies de fiabilité et de précision 

8. Afin d$établir la fiabilité et la précision de méthodes similaires ou modifiées 
proposées destinées à des transferts entre laboratoires, les 20 produits 
chimiques de référence du tableau 1 sont testés dans au moins trois labo
ratoires différents. Cependant, si la méthode est destinée à être utilisée dans 
un seul laboratoire, un essai interlaboratoires n$est pas indispensable à la 
validation. Il est toutefois essentiel que ces études de validation soient 
évaluées de manière indépendante par des organismes de validation 
reconnus au niveau international, conformément aux lignes directrices inter
nationales en la matière (9). Dans chaque laboratoire, les 20 produits 
chimiques de référence font tous l$objet de trois essais indépendants les 
uns des autres, réalisés sur des lots de tissus différents et à des intervalles 
de temps suffisamment espacés. Chaque essai comporte au moins trois 
réplicats de tissus testés simultanément pour chaque produit chimique d$es
sai, TN et TP. 

9. Le calcul des valeurs de la fiabilité et de la précision de la méthode 
proposée est effectué en tenant compte des quatre critères ci-dessous, afin 
de garantir qu$il est réalisé de manière prédéfinie et cohérente: 

1. Seules les données issues de séquences d$essais complètes peuvent être 
utilisées pour le calcul de la variabilité intralaboratoire ou interlabora
toires de la méthode et de la valeur prédictive (précision). 

2. La classification finale de chaque produit chimique de référence dans 
chaque laboratoire participant est obtenue en utilisant la valeur moyenne 
de la viabilité constatée lors des différents essais réalisés dans le cadre 
d$une séquence d$essais complète. 

3. Seules les données obtenues pour des produits chimiques dont les 
séquences d$essai ont été complétées dans tous les laboratoires partici
pants sont retenues pour le calcul de la variabilité interlaboratoires de la 
méthode. 

4. Le calcul des valeurs de précision est réalisé en utilisant les prévisions 
individuelles des laboratoires obtenues pour les 20 produits chimiques de 
référence par les différents laboratoires participants. 

Dans ce contexte, une séquence d"essais consiste en trois essais réalisés de 
manière indépendante dans un laboratoire pour un produit chimique d$essai 
donné. Une séquence d"essais complète est une séquence d$essais réalisée 
dans un laboratoire pour un produit chimique d$essai, et pour laquelle les 
trois essais sont recevables. Cela signifie que tout essai non recevable 
annule la séquence entière des trois essais. 

Reproductibilité intralaboratoire 

10. L$évaluation de la répétabilité intralaboratoire doit faire apparaître une 
concordance des classifications (catégorie 2 du SGH de l$ONU/règlement 
CLP de l$Union européenne et «sans catégorie») obtenues par le biais de 
différents essais indépendants réalisés sur les 20 produits chimiques de 
référence par un même laboratoire qui soit supérieure ou égale ( ) à 90 %. 
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Reproductibilité interlaboratoire 

11. Il n$est pas indispensable d$évaluer la reproductibilité interlaboratoire si la 
méthode proposée n$est utilisée que dans un seul laboratoire. En ce qui 
concerne les méthodes destinées à être transférées d$un laboratoire à l$autre, 
la concordance des classifications (catégorie 2 du SGH de l$ONU/règlement 
CLP de l$Union européenne et «sans catégorie») obtenues par le biais de 
différents essais indépendants réalisés sur les 20 produits chimiques de 
référence par au moins trois laboratoires (de préférence), est supérieure 
ou égale ( ) à 80 %. 

Valeur prédictive (précision) 

12. La précision (sensibilité, spécificité et précision globale) de la méthode 
similaire ou modifiée proposée est comparable ou supérieure à celle de la 
MRV, en tenant compte des informations supplémentaires relatives à sa 
pertinence pour les espèces étudiées (tableau 2). La sensibilité est supérieure 
ou égale ( ) à 80 % (2) (8) (23). Toutefois, une restriction spécifique 
supplémentaire s$applique à la sensibilité de la méthode in vitro proposée, 
à savoir que seules deux substances in vivo de catégorie 2, le décane-1-ol et 
le disulfure de dipropyle, peuvent être classées de manière erronée comme 
«sans catégorie» par plus d$un laboratoire participant. La spécificité de la 
méthode in vitro proposée est supérieure ou égale ( ) à 70 % (2) (8) (23). Il 
n$existe aucune restriction supplémentaire concernant la spécificité de la 
méthode d$essai in vitro proposée, c$est-à-dire que tout laboratoire partici
pant peut classer de manière erronée comme «sans catégorie» une substance 
in vivo, pourvu que la spécificité finale de la méthode d$essai reste dans la 
fourchette acceptable. La précision globale est supérieure ou égale ( ) à 
75 % (2) (8) (23). Bien que la sensibilité de la MRV calculée pour les 20 
produits chimiques de référence figurant dans le tableau 1 soit égale à 
90 %, la valeur de sensibilité minimum nécessaire pour qu$une méthode 
similaire ou modifiée soit considérée comme valable est fixée à 80 %, étant 
donné que le décane-1-ol (substance à la limite entre deux catégories) et le 
disulfure de dipropyle (un faux négatif de la MRV) sont connus pour être 
des produits non irritants chez l$homme (31) (32) (33), même s$ils ont été 
identifiés comme irritants lors de l$essai chez le lapin. Les modèles d$épi
derme humain reconstitué étant construits à l$aide de cellules d$origine 
humaine, ils prédiront sans doute l$absence d$effets irritants de ces subs
tances («sans catégorie» dans le SGH de l$ONU/règlement CLP de l$Union 
européenne). 

Tableau 2 

Valeurs prédictives requises pour la sensibilité, la spécificité et la précision globale pour 
qu"une méthode similaire ou modifiée soit considérée comme valable 

Sensibilité Spécificité Précision globale 

 80 %  70 %  75 % 

Critères d!acceptation de l!étude 

13. Il est possible qu$un ou plusieurs essai(s) relatif(s) à une ou plusieurs subs
tance(s) d$essai ne remplisse(nt) pas les critères d$acceptation pour les subs
tances d$essai et témoins, ou qu$il(s) ne soi(en)t pas acceptable(s) pour 
d$autres raisons. Afin de compléter les données manquantes, deux essais 
supplémentaires au maximum pour chaque substance d$essai sont autorisés 
(nouvel essai). Plus précisément, étant donné qu$en cas de nouvel essai, les 
TP et TN sont également testés simultanément, deux essais supplémentaires 
au maximum peuvent être réalisés pour chaque substance d$essai. 

14. Il est possible que, même après un nouvel essai, le nombre minimum de 
trois essais valables nécessaire pour chaque substance testée ne soit pas 
atteint pour tous les produits chimiques de référence dans tous les labora
toires participants, et que par conséquent la matrice de données obtenue soit 
incomplète. Dans ce cas, il convient de respecter les trois critères suivants 
afin de pouvoir considérer les jeux de données comme acceptables: 

1) les 20 produits chimiques de référence font l$objet d$au moins une 
séquence d$essais complète; 
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2) dans au moins trois laboratoires participants, au minimum 85 % des 
séquences d$essais sont complètes (pour 20 produits chimiques, cela 
signifie trois séquences d$essais non recevables autorisées dans un seul 
laboratoire); 

3) au minimum 90 % de toutes les séquences d$essais possibles issues d$au 
moins trois laboratoires sont complètes (pour 20 produits chimiques 
testés dans trois laboratoires, cela signifie six séquences d$essais non 
recevables autorisées au total). 
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(6) Dans la partie B, le chapitre B.15. est supprimé.  

(7) Dans la partie B, le chapitre B.16. est supprimé.  

(8) Dans la partie B, le chapitre B.18. est supprimé.  

(9) Dans la partie B, le chapitre B.19. est supprimé.  

(10) Dans la partie B, le chapitre B.20. est supprimé.  

(11) Dans la partie B, le chapitre B.24. est supprimé.  

(12) Dans la partie B, le chapitre B.47. est remplacé par le texte suivant: 

«B.47 Méthode d'essai d'opacité et de perméabilité de la cornée bovine pour l'identification des produits 
chimiques i) provoquant des lésions oculaires graves ou ii) ne relevant d'aucune classification pour 

irritation oculaire ou lésion oculaire grave 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 437 (2013) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. La méthode d'essai d'opacité et de perméabilité de la cornée bovine (OPCB) a été évaluée par le Comité 
de coordination inter-agences pour la validation des méthodes alternatives (ICCVAM) des États-Unis, en collabo
ration avec le Centre européen pour la validation de méthodes alternatives (ECVAM) et le Centre japonais pour la 
validation de méthodes alternatives (JaCVAM), en 2006 et 2010 (1)(2). La première évaluation visait à déterminer 
l'utilité de la méthode OPCB pour identifier les produits chimiques (substances et mélanges) provoquant des lésions 
oculaires graves (1). La seconde évaluation a consisté à déterminer l'utilité de la méthode OPCB pour identifier les 
produits chimiques (substances et mélanges) non classés comme irritants pour l'œil ou provoquant de graves 
lésions oculaires (2). La base de données de validation OPCB contient au total 113 substances et 100 mélanges (2) 
(3). À l'issue de ces évaluations et de leur examen par les pairs, il a été conclu que cette méthode d'essai peut 
identifier correctement les produits chimiques (substances et mélanges) provoquant des lésions oculaires graves 
(catégorie 1) ou ne relevant d'aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave, selon la 
définition du Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques (SGH) des Nations 
Unies (ONU) (4) et du règlement (CE) no 1272/2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à l'emballage des 
substances et des mélanges (CLP) (1), et son utilité scientifique a donc été validée dans les deux cas. Une lésion 
oculaire grave est une lésion des tissus oculaires ou une dégradation sévère de la vue, provoquée par l'application 
d'un produit chimique testé sur la face antérieure de l'œil, et qui n'est pas totalement réversible dans les 21 jours 
suivant l'application. Les produits chimiques testés provoquant des lésions oculaires graves sont classées dans la 
catégorie 1 du SGH de l'ONU. Les produits chimiques non classés comme irritants pour les yeux ou provoquant de 
graves lésions oculaires sont définis comme ne répondant pas aux critères de classification des catégories 1 ou 2 
(2A ou 2B) du SGH de l'ONU, autrement dit, ils sont considérés comme ne relevant d'aucune catégorie du SGH de 
l'ONU. La présente méthode d'essai indique les applications recommandées et les limites de la méthode OPCB au 
regard de ces évaluations. Les principales différences entre la version originale de 2009 et la mise à jour de 2013 
de la ligne directrice de l'OCDE concernent notamment: l'application de la méthode OPCB pour identifier les 
produits chimiques ne relevant d'aucune classification au titre du SGH de l'ONU (paragraphes 2 et 7 de la version 
originale); des éclaircissements sur l'applicabilité de la méthode OPCB pour tester les alcools, les cétones et les 
solides (paragraphes 6 et 7) ainsi que les substances et les mélanges (paragraphe 8); des éclaircissements sur la 
façon de tester les substances tensioactives et les mélanges contenant des tensioactifs (paragraphe 28); des mises à 
jour et des éclaircissements relatifs aux témoins positifs (paragraphes 39 et 40); une mise à jour des critères de 
décision concernant la méthode OPCB (paragraphe 47); une mise à jour des critères d'acceptation de l'étude 
(paragraphe 48); une mise à jour concernant les éléments du rapport d'essai (paragraphe 49); une mise à jour de 
l'appendice 1 sur les définitions; l'ajout de l'appendice 2 pour la valeur prédictive de la méthode d'essai OPCB dans 
différents système de classification; une mise à jour de l'appendice 3 sur la liste des substances d'épreuve; et une 
mise à jour de l'appendice 4 sur le porte-cornée pour la méthode OPCB (paragraphe 1) et sur l'opacitomètre 
(paragraphes 2 et 3). 
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(1) Règlement (CE) no 1272/2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et 
abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le règlement (CE) no 1907/2006, JO L 353 du 31.12.2008, p.1. 
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Il est généralement admis que dans notre horizon de prévision, aucun essai unique d'irritation oculaire in vitro ne 
pourra remplacer le test oculaire in vivo de Draize pour établir le degré d'irritation oculaire provoqué par les 
différentes classes de produits chimiques. Cependant, la combinaison de plusieurs méthodes de substitution dans le 
cadre d'une stratégie d'essais (à plusieurs niveaux) pourrait remplacer le test oculaire de Draize (5). L'approche «top- 
down» (5) est indiquée lorsque, d'après les informations existantes, on s'attend à ce qu'un produit chimique soit 
fortement irritant, alors que l'approche «bottom-up» (5) est conçue pour être appliquée quand, au vu des 
informations existantes, un produit chimique devrait a priori ne causer aucune irritation oculaire suffisante pour 
nécessiter une classification. La méthode OPCB est une méthode d'essai in vitro pouvant être utilisée, dans certaines 
circonstances et compte tenu de ses limites particulières, pour classer et étiqueter les produits chimiques en 
fonction de leur caractère dangereux pour l'œil. Alors qu'elle n'est pas jugée valable pour remplacer purement et 
simplement la méthode d'essai in vivo sur les yeux de lapin, la méthode OPCB est recommandée comme première 
étape d'une stratégie d'essai telle que l'approche «top-down» suggérée par Scott et al. (5) pour identifier les produits 
chimiques provoquant des lésions oculaires graves, à savoir les produits relevant de la catégorie 1 du SGH de 
l'ONU, sans expérience supplémentaire (4). La méthode OPCB est aussi recommandée pour identifier les produits 
chimiques ne nécessitant aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave, ainsi que le définit 
le SGH de l'ONU («sans catégorie») (4) dans le cadre d'une stratégie d'essai telle que l'approche «bottom-up» (5). 
Cependant, un produit chimique qui, avec la méthode OPCB, semble ne causer aucune lésion oculaire grave ou ne 
relever d'aucune classification pour irritation oculaire/lésion oculaire grave nécessiterait d'être soumis à des essais 
complémentaires (in vitro et/ou in vivo) pour établir une classification définitive. 

L'objet de la présente méthode d'essai est de décrire les procédures utilisées pour évaluer le danger potentiel d'un 
produit chimique testé pour l'œil, mesuré par la propension du produit chimique à provoquer une opacité et une 
perméabilité accrue sur une cornée bovine isolée. Les effets toxiques pour la cornée sont mesurés par: (i) la 
diminution de la capacité de transmission de la lumière (opacité); et (ii) l'augmentation du passage de la 
fluorescéine sodique (perméabilité). Les mesures de l'opacité et de la perméabilité de la cornée suite à son 
exposition au produit chimique testé sont ensuite combinées pour établir le score d'irritation in vitro (SIIV), utilisé 
pour classer le produit chimique testé en fonction de son pouvoir irritant. 

Les définitions des termes utilisés sont données à l'appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

La présente méthode d'essai est fondée sur le protocole expérimental de la méthode OPCB de l'ICCVAM (6)(7), 
élaboré à l'origine à partir des informations provenant du protocole de l'Institute for in vitro Sciences (IIVS) et sur 
le protocole INVITTOX no 124 (8). Ce dernier protocole a été utilisé lors de l'étude de pré-validation conduite en 
1997-1998 sous l'égide de la Communauté européenne. Ces protocoles étaient tous deux fondés sur la méthode 
d'essai OPCB décrite pour la première fois par Gautheron et al. (9). 

La méthode OPCB peut être utilisée pour identifier les produits chimiques provoquant des lésions oculaires graves, 
selon la définition du SGH de l'ONU, à savoir les produits chimiques relevant de la catégorie 1 du SGH de l'ONU 
(4). Appliquée dans ce cadre, la méthode d'essai OPCB présente une précision globale de 79 % (150/191), un taux 
de faux positifs de 25 % (32/126) et un taux de faux négatifs de 14 % (9/65), en comparaison avec les données de 
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la méthode d'essai sur œil de lapin in vivo, classés selon le système de classification du SGH de l'ONU (3) (voir 
appendice 2, tableau 1). Si l'on exclut de la base de données les produits chimiques testés relevant de certaines 
classes chimiques (alcools, cétones) ou physiques (matières solides), la précision de la méthode OPCB au regard du 
système de classification du SGH de l'ONU est de 85 % (111/131), le taux de faux positifs de 20 % (16/81), et le 
taux de faux négatifs de 8 % (4/50). Les limites potentielles de la méthode OPCB pour identifier les produits 
chimiques provoquant des lésions oculaires graves (catégorie 1 du SGH de l'ONU) concernent le taux élevé de faux 
positifs pour les alcools et les cétones, et le taux élevé de faux négatifs pour les substances solides, relevés dans la 
base de données de validation (1)(2)(3). Toutefois, tous les alcools et cétones n'étant pas surévalués par la méthode 
OPCB et certains étant correctement identifiés comme relevant de la catégorie 1 du SGH de l'ONU, on ne considère 
pas que ces deux groupes fonctionnels organiques sortent du champ d'application de la méthode d'essai. Il 
appartient à l'utilisateur appliquant cette méthode d'essai de décider si une surévaluation possible d'un alcool ou 
cétone est acceptable ou s'il est nécessaire de réaliser des tests complémentaires fondés sur une analyse du poids de 
la preuve. Concernant les taux de faux négatifs pour les solides, il convient de relever que les solides peuvent 
entraîner des conditions d'exposition variables et extrêmes lors du test d'irritation oculaire in vivo de Draize, ce qui 
peut fausser la prédiction de leur véritable potentiel d'irritation (10). Il convient également de noter qu'aucun des 
faux négatifs identifiés dans la base de données de validation de l'ICCVAM (2)(3), lors de l'identification de produits 
chimiques provoquant des lésions oculaires graves (catégorie 1 du SGH de l'ONU), n'a produit un SIIV ≤ 3, soit le 
critère utilisé pour identifier un produit chimique testé ne relevant d'aucun catégorie du SGH de l'ONU. De plus, les 
faux négatifs obtenus avec la méthode OPCB dans ce contexte ne sont pas préoccupants car tous les produits 
chimiques testés qui produisent un SIIV > 3 et ≤ 55 feraient ensuite l'objet d'autres essais in vitro dûment validés, 
ou en dernier recours d'essais chez le lapin, en fonction des exigences de la réglementation, selon une démarche 
expérimentale séquentielle fondée sur l'analyse du poids de la preuve. Certains produits chimiques solides étant 
correctement identifiés avec la méthode OPCB comme relevant de la catégorie 1 du SGH de l'ONU, on ne 
considère pas non plus que cet état physique sorte du champ d'application de la méthode d'essai. Les chercheurs 
peuvent envisager d'utiliser cette méthode d'essai pour tous les types de produits chimiques, à condition d'admettre 
qu'un SIIV > 55 indique un effet provoquant des lésions oculaires graves et de classer le produit chimique testé 
dans la catégorie 1 du SGH de l'ONU sans mener d'essai complémentaire. Comme mentionné précédemment, il 
convient toutefois d'interpréter avec prudence les résultats positifs obtenus avec des alcools ou des cétones en 
raison du risque de surestimation. 

La méthode OPCB peut aussi être utilisée pour identifier les produits chimiques qui ne nécessitent aucune classifi
cation pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave suivant le système de classification du SGH de l'ONU (4). 
Appliquée dans ce cadre, la méthode d'essai OPCB présente une précision d'ensemble de 69 % (135/196), un taux 
de faux positifs de 69 % (61/89) et un taux de faux négatifs de 0 % (0/107), en comparaison avec les données de la 
méthode d'essai in vivo sur les yeux de lapin classées selon le système de classification du SGH de l'ONU (3) (voir 
appendice II, tableau 2). Le taux de faux positifs obtenu (produits chimiques ne relevant d'aucune catégorie du SGH 
de l'ONU in vivo produisant un SIIV > 3, voir paragraphe 47) est considérablement élevé, mais pas préoccupant 
dans ce contexte car tous les produits chimiques testés qui produisent un SIIV > 3 et ≤ 55 feraient ensuite l'objet 
d'autres essais in vitro dûment validés, ou en dernier recours d'essais chez le lapin, en fonction des exigences de la 
réglementation, selon une démarche expérimentale séquentielle fondée sur l'analyse du poids de la preuve. La 
méthode OPCB ne montre aucune limite spécifique pour tester les alcools, les cétones et les solides quand l'objectif 
est d'identifier les produits chimiques qui ne nécessitent aucune classification pour irritation oculaire ou lésion 
oculaire grave («sans catégorie» du SGH de l'ONU) (3). Les chercheurs peuvent envisager d'utiliser cette méthode 
d'essai pour tous les types de produits chimiques, à condition d'admettre qu'un résultat négatif (SIIV ≤ 3) indique 
qu'aucune classification n'est requise («sans catégorie» du SGH de l'ONU). La méthode OPCB ne parvenant à 
identifier correctement que 31 % des produits chimiques ne nécessitant aucune classification pour irritation 
oculaire ou lésion oculaire grave, cette méthode d'essai ne doit pas être privilégiée pour lancer une approche 
«bottom-up» (5), si d'autres méthodes in vitro validées et acceptées avec une sensibilité élevée similaire mais une 
spécificité supérieure sont possibles. 

La base de données de validation OPCB contient au total 113 substances et 100 mélanges (2)(3). La méthode OPCB 
semble donc pouvoir s'appliquer aux essais des substances et des mélanges. 

28.4.2017 L 112/74 Journal officiel de l'Union européenne FR     



La méthode OPCB n'est pas recommandée pour identifier les produits chimiques testés qui devraient être classés 
comme irritants pour l'œil (catégorie 2 ou catégorie 2A du SGH de l'ONU) ou les produits chimiques testés qui 
devraient être classés comme légèrement irritants pour l'œil (catégorie 2B du SGH de l'ONU) en raison du nombre 
considérable de produits chimiques de la catégorie 1 du SGH de l'ONU sous-classés dans les catégories 2, 2A ou 
2B, du SGH de l'ONU et de produits chimiques ne relevant d'aucune catégorie du SGH de l'ONU surclassés dans les 
catégories 2, 2A ou 2B du SGH de l'ONU (2)(3). Aussi pourrait-il être nécessaire de mener des essais complémen
taires avec une autre méthode adaptée. 

Tous les modes opératoires sur l'œil de bovin doivent respecter les réglementations applicables aux installations 
d'essai et les protocoles de manipulation de matériaux issus de l'homme et de l'animal, comprenant notamment, 
sans s'y limiter, les tissus et les fluides tissulaires. L'usage des précautions universelles de laboratoire est 
recommandé (11). 

Bien que la méthode OPCB ne prenne pas en considération les lésions conjonctivales et iridiennes, elle prend en 
compte les lésions cornéennes, qui sont le facteur principal dans la classification selon les effets in vivo, dans le 
cadre d'application du SGH de l'ONU. La réversibilité des lésions cornéennes ne peut pas, par définition, être 
évaluée avec la méthode OPCB. Il a été proposé, sur la base d'études menées sur l'œil de lapin, qu'une évaluation de 
la profondeur initiale de la lésion cornéenne puisse être utilisée pour distinguer les effets réversibles des effets 
irréversibles (12). Cependant, des connaissances scientifiques approfondies seront nécessaires pour comprendre 
comment les effets irréversibles qui ne sont pas liés à une lésion initiale importante peuvent survenir. Enfin, la 
méthode OPCB ne permet pas d'évaluer la toxicité systémique potentielle associée à l'exposition oculaire. 

La présente méthode d'essai sera mise à jour régulièrement, à mesure que de nouvelles informations et données 
seront examinées. Ainsi, l'histopathologie peut s'avérer utile lorsqu'une caractérisation plus complète de la lésion 
cornéenne est nécessaire. Comme indiqué dans le Document d'orientation no. 160 (13), les utilisateurs sont 
encouragés à conserver les cornées et à préparer des spécimens histopathologiques en vue d'établir une base de 
données et de définir des critères de décision susceptibles d'améliorer la précision de cette méthode d'essai. 

Pour tout laboratoire mettant en œuvre la méthode d'essai pour la première fois, la liste des produits chimiques 
d'épreuve de compétence est fournie à l'appendice 3. Un laboratoire peut utiliser ces produits chimiques afin de 
démontrer sa compétence technique dans la conduite de l'essai OPCB avant de soumettre des données résultant de 
l'application de la méthode OPCB à des fins réglementaires de classification des dangers. 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

La méthode d'essai OPCB est un modèle organotypique qui permet de maintenir in vitro les fonctions physiolo
giques et biochimiques normales de la cornée bovine pendant une courte période. Selon cette méthode, les 
dommages causés par le produit chimique testé sont évalués par des mesures quantitatives des modifications de 
l'opacité et de la perméabilité de la cornée réalisées, respectivement, à l'aide d'un opacitomètre et d'un spectropho
tomètre visible. Ces deux mesures entrent dans le calcul de l'IVIS, valeur utilisée pour assigner une catégorie de 
classification de danger d'irritation in vitro permettant d'estimer le potentiel d'irritation oculaire in vivo d'un 
produit chimique testé (voir «Critères de décision» au paragraphe 48). 

La méthode d'essai OPCB utilise des cornées isolées provenant d'yeux de bovins récemment abattus. L'opacité 
cornéenne est mesurée par la quantité de lumière traversant la cornée. La perméabilité est mesurée par la quantité 
de fluorescéine sodique traversant toute l'épaisseur de la cornée, et détectée dans le milieu de la chambre 
postérieure. Les produits chimiques testés sont appliqués sur la surface épithéliale de la cornée en étant ajoutés 
dans la chambre antérieure du porte-cornée. L'appendice 4 présente une description et un schéma de porte-cornée 
utilisé dans la méthode OPCB. Ces appareils sont disponibles dans le commerce auprès de différents fabricants, ou 
peuvent être construits. 

28.4.2017 L 112/75 Journal officiel de l'Union européenne FR     



Provenance et âge des yeux de bovins et sélection des espèces animales 

Les bovins envoyés à l'abattoir sont généralement destinés à la consommation humaine ou à d'autres usages 
commerciaux. Seules les cornées de bêtes en bonne santé, considérées comme propres à intégrer la chaîne 
alimentaire humaine, sont prélevées pour la méthode OPCB. Le poids des bovins variant considérablement en 
fonction de la race, de l'âge et du sexe, il n'existe aucune recommandation spécifique en la matière au moment de 
l'abattage. 

L'utilisation d'yeux provenant d'animaux d'âges différents peut entraîner des variations de dimension des cornées. 
Les cornées dont le diamètre horizontal est supérieur à 30,5 mm et l'épaisseur cornéenne centrale (ECC) supérieure 
ou égale à 1 100 µm ont généralement été prélevées sur des bovins de plus de huit ans, tandis que les cornées 
ayant un diamètre horizontal inférieur à 28,5 mm et une ECC inférieure à 900 µm proviennent plutôt de bêtes de 
moins de cinq ans (14). En conséquence, les yeux des bovins âgés de plus de 60 mois ne sont généralement pas 
utilisés. En général, les yeux des bovins de moins de 12 mois ne sont pas non plus utilisés, car leur développement 
n'est pas terminé et l'épaisseur ainsi que le diamètre cornéen sont nettement inférieurs à ceux des yeux provenant 
de bovins adultes. Toutefois, les cornées issues d'animaux jeunes (entre 6 et 12 mois) sont acceptables car elles 
présentent certains avantages, tels qu'une plus grande disponibilité, une fourchette d'âge plus restreinte, et des 
risques moins importants d'exposition potentielle à l'encéphalopathie spongiforme bovine (15) pour le personnel. 
Une évaluation plus poussée des effets de la taille ou de l'épaisseur cornéenne sur la sensibilité aux produits 
chimiques corrosifs et irritants serait d'une grande utilité, aussi les utilisateurs sont-ils encouragés à consigner l'âge 
et/ou le poids estimés des animaux ayant fourni les cornées utilisées dans l'étude. 

Collecte et transport des yeux jusqu'au laboratoire 

Les yeux sont prélevés par les employés des abattoirs. Afin de limiter le plus possible tout endommagement, 
mécanique ou autre, des yeux, ceux-ci doivent être énucléés dès que possible après la mort de l'animal et immédia
tement refroidies après énucléation et pendant le transport. Pour éviter d'exposer les yeux à des produits chimiques 
potentiellement irritants, les employés de l'abattoir ne doivent pas utiliser de détergent lors du rinçage de la tête de 
l'animal. 

Les yeux doivent être totalement immergés dans une solution froide saline équilibrée de Hank (HBSS), dans un 
récipient de taille adaptée, et transportés jusqu'au laboratoire en ayant soin de limiter le plus possible tout 
endommagement et/ou contamination bactérienne. Les yeux étant prélevés au cours de l'abattage, ils risquent 
d'entrer en contact avec du sang ou d'autres matières biologiques, notamment des bactéries ou autres microorga
nismes. Il importe donc de réduire au minimum le risque de contamination (par exemple en plaçant le récipient 
contenant les yeux sur de la glace mouillée, pendant la collecte et le transport, ou en ajoutant des antibiotiques à la 
HBSS utilisée pour le transport [100 UI/ml de pénicilline et 100 µg/ml de streptomycine, par exemple]). 

Il faut limiter au maximum l'intervalle de temps entre le prélèvement des yeux et l'utilisation des cornées dans le 
cadre de l'essai OPCB (l'utilisation doit avoir lieu le jour même du prélèvement) et démontrer qu'il ne compromet 
pas les résultats de l'essai. Ces résultats se fondent sur les critères de sélection des yeux, ainsi que sur les réponses 
des témoins positifs et négatifs. Tous les yeux utilisés au cours de l'essai doivent provenir d'un lot d'yeux collectés le 
même jour. 

Critères de sélection des yeux utilisés pour la méthode OPCB 

Une fois parvenus au laboratoire, les yeux sont examinés avec soin pour déceler d'éventuels défauts, tels qu'une 
opacité avancée, des éraflures ou une néovascularisation. Seules les cornées d'yeux exempts de tout défaut seront 
utilisées. 

La qualité de chaque cornée est également évaluée à des stades ultérieurs de l'essai. Les cornées présentant une 
opacité supérieure à sept unités d'opacité ou l'équivalent pour l'opacitomètre et le porte-cornée utilisés après une 
période initiale d'équilibration d'une heure doivent être écartées (NB: l'opacitomètre doit être étalonné en fonction 
des normes d'opacité utilisées pour définir les unités d'opacité, voir appendice 4). 
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Chaque groupe de traitement (produit chimique testé et témoins négatifs et positifs) est composé de trois yeux au 
minimum. L'essai OPCB nécessite trois cornées servant de témoins négatifs. Toutes les cornées étant prélevées sur le 
globe oculaire entier puis placées dans les chambres du porte-cornée, les manipulations peuvent entraîner 
d'éventuels artefacts sur les valeurs de l'opacité et de la perméabilité cornéennes de chaque élément (y compris le 
témoin négatif). Par ailleurs, les valeurs d'opacité et de perméabilité mesurées sur les cornées témoins négatives 
servent à corriger les valeurs d'opacité et de perméabilité cornéennes des spécimens et des témoins traités positifs 
lors du calcul du score d'irritation in vitro. 

MODE OPERATOIRE 

Préparation des yeux 

Des cornées exemptes de tout défaut sont découpées en conservant un rebord de 2 à 3 mm de sclère destiné à 
faciliter les manipulations ultérieures, et en prenant soin de ne pas endommager l'épithélium et l'endothélium 
cornéens. Les cornées isolées sont placées dans des porte-cornées spécialement conçus à cet effet, qui se composent 
de deux compartiments, antérieur et postérieur, respectivement en contact avec les faces épithéliale et endothéliale 
de la cornée. Il convient de remplir jusqu'à débordement ces deux chambres d'un milieu essentiel minimum de 
Eagle (MEME) préalablement chauffé et ne contenant pas de phénol rouge (en commençant par la chambre 
postérieure), en évitant toute formation de bulles d'air. L'appareil est ensuite équilibré à une température de 32 ± 1° 
C pendant une heure au moins, afin que les cornées s'équilibrent avec le milieu et atteignent une activité 
métabolique aussi proche de la normale que possible (la température de la surface cornéenne in vivo est d'environ 
32°C). 

Après la période d'équilibration, un nouveau MEME préalablement chauffé et ne contenant pas de phénol rouge est 
ajouté dans les deux chambres, et une première mesure d'opacité est effectuée pour chaque cornée. Les cornées 
présentant une altération macroscopique des tissus (éraflures, pigmentation ou néovascularisation, par exemple) ou 
une opacité supérieure à 7 unités d'opacité, ou l'équivalent pour l'opacitomètre et le porte-cornée utilisé, sont 
écartées. Au moins trois cornées sont sélectionnées pour servir de témoins négatifs (ou témoins de solvant). Les 
cornées restantes sont ensuite réparties entre le groupe de traitement et celui des témoins positifs. 

La capacité calorifique de l'eau étant supérieure à celle de l'air, l'eau procure des conditions de température plus 
stables pour l'incubation. Aussi est-il recommandé de plonger le porte-cornée dans un bain d'eau pour maintenir 
son contenu à 32 ± 1°C. Toutefois, il est également possible d'utiliser des incubateurs à air, à condition d'assurer la 
stabilité de la température (en chauffant au préalable les porte-cornées et les milieux, par exemple). 

Application du produit chimique testé 

Deux protocoles d'application différents sont utilisés, l'un pour les liquides et les tensioactifs (solides ou liquides), et 
l'autre pour les solides non tensioactifs. 

Les liquides sont testés non dilués. Les semi-solides, les crèmes et les cires sont typiquement testés comme les 
liquides. Les tensioactifs sont testés à une concentration de 10 % en masse volumique dans une solution de 
chlorure de sodium 0.9 %, d'eau distillée ou d'un autre solvant dont l'absence d'effets indésirables sur le système 
d'essai a été démontrée. Il conviendra de justifier de façon idoine l'utilisation de tout autre taux de concentration. 
Les mélanges contenant des tensioactifs peuvent être testés sans être dilués ou dilués à une concentration adéquate 
en fonction de la situation d'exposition in vivo. Il conviendra de justifier de façon idoine la concentration utilisée. 
Les cornées sont ensuite exposées aux liquides ou tensioactifs pendant 10 minutes. L'utilisation d'une autre durée 
d'exposition devra être scientifiquement justifiée. Il convient de se rapporter à l'appendice 1 pour la définition d'un 
tensioactif et d'un mélange contenant des tensioactifs. 

Les solides non tensioactifs sont généralement testés sous forme de solutions ou de suspensions à une concen
tration poids/volume de 20 % dans une solution de chlorure de sodium 0,9 %, d'eau distillée ou d'un autre solvant 
dont l'absence d'effets indésirables sur le système d'essai a été démontrée. Dans certaines circonstances et 
uniquement si cela est justifié scientifiquement, les solides peuvent aussi être testés purs par application directe sur 
la surface cornéenne, selon la méthode en chambre ouverte (voir paragraphe 32). Les cornées sont exposées aux 
solides pendant quatre heures, mais comme pour les liquides et les tensioactifs, des durées d'exposition différentes 
sont possibles moyennant une justification scientifique appropriée. 
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Différentes méthodes d'application peuvent être utilisées, en fonction de la nature physique et des caractéristiques 
chimiques des produits chimiques testés (solides, liquides, liquides visqueux ou non visqueux, par exemple). Il est 
très important que le produit chimique testé recouvre convenablement la surface épithéliale puis soit correctement 
retirée durant les étapes de rinçage. Il conviendra généralement d'utiliser la méthode en chambre fermée pour les 
produits chimiques testés liquides non visqueux ou légèrement visqueux, tandis que la méthode en chambre 
ouverte sera privilégiée pour les produits chimiques testés semi-visqueux et visqueux et pour les solides purs. 

Dans la méthode en chambre fermée, une quantité de produit chimique testé suffisante pour recouvrir la face 
épithéliale de la cornée (750 µl) est introduite dans la chambre antérieure par les trous de dosage situés sur la face 
supérieure de celle-ci. Les trous sont ensuite occultés à l'aide de capuchons durant la durée d'exposition. Il importe 
de s'assurer que chaque cornée est exposée à un produit chimique testé pendant la durée qui convient. 

Dans la méthode en chambre ouverte, la goupille de fermeture et la fenêtre en verre de la chambre antérieure sont 
retirés avant l'application. Le produit chimique testé ou témoin (750 µl, ou une quantité suffisante pour recouvrir 
entièrement la cornée) est directement appliqué sur la surface épithéliale cornéenne à l'aide d'une micropipette. Si le 
produit chimique testé est difficile à pipeter, il est possible d'utiliser une pipette à déplacement positif qui permet 
un dosage plus précis. L'embout de la pipette à déplacement positif est inséré dans l'embout distributeur de la 
seringue de manière à ce que le produit chimique testé puisse être chargé dans la pipette sous pression. Il convient 
ensuite de pousser le piston de la seringue tout en tirant simultanément celui de la pipette. Si des bulles d'air se 
forment dans l'embout de la pipette, il faut alors retirer le produit chimique testé (en l'expulsant) et répéter le 
processus jusqu'à ce qu'aucune bulle d'air n'apparaisse au moment du remplissage de la pipette. Il est possible 
d'utiliser si nécessaire une seringue normale (sans aiguille), ce qui permet de mesurer un volume précis de produit 
chimique testé et de l'appliquer plus facilement sur la surface épithéliale de la cornée. Après le dosage, la fenêtre en 
verre est replacée sur l'ouverture de la chambre antérieure afin de recréer un système fermé. 

Incubation post-exposition 

Après la période d'exposition, le produit chimique testé, ou le produit chimique témoin négatif ou positif, est retiré 
de la chambre antérieure et l'épithélium est rincé au moins trois fois (ou jusqu'à ce qu'aucune trace du produit 
chimique testé ne soit plus visible) au moyen d'un MEME contenant du rouge de phénol. Le rinçage est effectué à 
l'aide d'un milieu contenant du rouge de phénol, dont le changement de couleur permet de déterminer l'efficacité 
du rinçage des produits chimiques d'essai acides ou alcalins. Il convient de laver à nouveau les cornées si, après 
trois rinçages, le rouge de phénol est encore altéré (jaune ou violet) ou si le produit chimique testé est toujours 
visible. Une fois le milieu débarrassé du produit chimique testé, les cornées subissent un dernier rinçage avec un 
MEME sans rouge de phénol, ce qui permet de s'assurer que la chambre antérieure est débarrassée de tout rouge de 
phénol avant la mesure d'opacité. La chambre antérieure est ensuite à nouveau remplie d'un MEME neuf sans rouge 
de phénol. 

Pour les liquides et les tensioactifs, les cornées sont incubées après rinçage pendant deux heures supplémentaires à 
32 ± 1°C. Il peut être utile, dans certaines circonstances (déterminées au cas par cas), de prévoir une durée 
d'incubation post-exposition plus longue. Les cornées sur lesquelles des solides ont été appliqués sont soigneu
sement rincées après une période d'exposition de quatre heures, et ne requièrent pas d'incubation supplémentaire. 

Au terme de la période d'incubation post-exposition pour les liquides et les tensioactifs, et au terme de la période 
d'exposition de quatre heures pour les solides non tensioactifs, le degré d'opacité et de perméabilité de chaque 
cornée est enregistré. En outre, chaque cornée est observée visuellement et des commentaires pertinents sont 
consignés (exfoliation des tissus, résidus de produit chimique testé ou opacité non uniforme, par exemple). Ces 
observations peuvent s'avérer importantes car elles peuvent être reflétées par des variations de lecture de l'opaci
tomètre. 

Produits chimiques témoins 

Des témoins négatifs ou des témoins de solvant/véhicule ainsi que des témoins positifs doivent être inclus en 
parallèle dans chaque expérience. 
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Lorsqu'une substance liquide non diluée est soumise à l'essai, il convient d'inclure dans la méthode d'essai OPCB 
une substance témoin négatif concurrente (solution de chlorure de sodium 0.9 % ou eau distillée, par exemple) afin 
de détecter des changements non intrinsèques au système d'essai et de fournir un point de référence pour les 
critères d'évaluation de l'essai. Cette méthode permet également de garantir que les conditions de l'essai n'entraînent 
aucune réaction d'irritation indésirable. 

Lorsqu'un liquide dilué, un tensioactif ou un solide est soumis à l'essai, il convient d'inclure dans la méthode d'essai 
OPCB un groupe témoin de solvant/véhicule concurrent afin de détecter des changements non intrinsèques au 
système d'essai et de fournir un point de référence pour les critères d'efficacité de l'essai. On utilisera uniquement 
des solvants/véhicules dont l'absence d'effets indésirables sur le système d'essai a été démontrée. 

Un produit chimique reconnu pour générer une réponse positive est inclus dans chaque expérience afin de vérifier 
l'intégrité du dispositif d'essai et de son bon fonctionnement. Cependant, afin de pouvoir évaluer la variabilité des 
réponses du témoin positif dans le temps, l'ampleur des effets irritants ne devra pas être excessive. 

Pour les produits chimiques liquides, les témoins positifs peuvent être composés de 100 % d'éthanol ou de 100 % 
de diméthylformamide. Pour les produits chimiques solides, les témoins positifs peuvent être composés d'imidazole 
à 20 % (en masse volumique) dans une solution de chlorure de sodium 0,9 %, par exemple. 

Des produits chimiques étalons peuvent s'avérer utiles pour évaluer le potentiel d'irritation oculaire de produits 
chimiques inconnus relevant de classes spécifiques de substances chimiques ou de produits, ou encore pour évaluer 
le potentiel d'irritation relatif d'un irritant oculaire dans une gamme spécifique de réactions d'irritation. 

Effets mesurés 

L'opacité est déterminée par la quantité de lumière traversant la cornée. L'opacité de la cornée est mesurée de 
manière quantitative à l'aide d'un opacitomètre, qui donne des valeurs d'opacité situées sur une échelle continue. 

La perméabilité est déterminée par la quantité de fluorescéine sodique pénétrant la totalité des couches cellulaires 
de la cornée (de l'épithélium sur la surface externe de la cornée à l'endothélium sur sa surface interne). Un volume 
de 1 ml de solution de fluorescéine sodique (respectivement 4 ou 5 mg/ml lors d'essais portant sur des liquides et 
des tensioactifs ou sur des solides non tensioactifs) est introduit dans la chambre antérieure du porte-cornée, en 
contact avec la face épithéliale de la cornée, tandis que la chambre postérieure, en contact avec la face endothéliale, 
est remplie d'un nouveau MEME. Le porte-cornée est ensuite incubé en position horizontale pendant 90 ± 5 min à 
une température de 32 ± 1°C. La quantité de fluorescéine sodique passant dans la chambre postérieure est mesurée 
quantitativement par spectrophotométrie UV-visible. Les mesures spectrophotométriques évaluées à 490 nm sont 
enregistrées en tant que valeurs de densité optique (DO490) ou d'absorbance, mesurées sur une échelle continue. La 
perméabilité de la fluorescéine est déterminée à l'aide des valeurs de DO490 données par un spectrophotomètre 
visible utilisant un trajet optique standard de 1 cm. 

Il est également possible d'utiliser un lecteur de plaques de microtitration 96 puits, à condition: (i) de pouvoir 
définir l'intervalle linéaire du lecteur de plaque servant à déterminer les valeurs de la DO490 par la fluorescéine; et 
(ii) d'utiliser le bon volume d'échantillons de fluorescéine sur la plaque 96 puits afin d'obtenir des valeurs de la 
DO490 équivalentes au trajet optique standard de 1 cm (ce qui peut nécessiter de remplir entièrement les puits 
[généralement 360 µl]). 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Évaluation des données 

Une fois que les valeurs d'opacité et de perméabilité moyenne (DO490) ont été corrigées de l'opacité de fond et des 
valeurs DO490 de perméabilité des témoins négatifs, l'opacité moyenne et les valeurs DO490 de perméabilité pour 
chaque groupe de traitement doivent être combinées dans une formule dérivée empiriquement pour calculer 
comme suit le score in vitro (IVIS) de chaque groupe de traitement: 

IVIS = valeur moyenne d'opacité + (15 × valeur DO490 moyenne de perméabilité) 
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D'après Sina et al. (16), cette formule a été dérivée au cours d'études internes et inter-laboratoires. Les données 
générées pour une série de 36 composés dans le cadre d'une étude inter-laboratoires ont été soumises à une analyse 
à variables multiples afin de déterminer l'équation du meilleur ajustement entre les données in vivo et in vitro. Des 
scientifiques travaillant dans deux entreprises distinctes ont effectué cette analyse et ont dérivé des équations 
pratiquement identiques. 

Les valeurs d'opacité et de perméabilité doivent également être évaluées de manière indépendante afin de 
déterminer si un produit chimique testé a provoqué une corrosion ou une forte irritation pour un seul des deux 
paramètres (voir «Critères de décision»). 

Critères de décision 

Les valeurs critiques déterminante pour l'identification des produits chimiques induisant des lésions oculaires graves 
pour l'œil (catégorie 1 de SGH de l'O.N.U.) par rapport aux produits chimiques ne nécessitant pas de classifications 
pour l'irritation oculaire ou pour les dommages lésions oculaires graves (ne relevant d'aucune catégorie selon le 
SGH de l'O.N.U.) sont fournies ci-dessous: 

IVIS SGH de l'O.N.U. 

≤ 3 Sans catégorie 

> 3; ≤ 55 Aucune prédiction ne peut être faite 

> 55 Catégorie 1  

Critères d'acceptation de l'étude 

Un essai est considéré comme acceptable si le témoin positif présente un IVIS compris dans un intervalle de deux 
écarts-types autour de la moyenne historique actuelle, qui doit être mise à jour au moins tous les trois mois, ou à 
chaque fois qu'un essai acceptable est mené dans des laboratoires conduisant peu fréquemment (c'est-à-dire moins 
d'une fois par mois) ce type d'étude. Les réponses du témoin négatif ou du témoin de solvant/véhicule doivent 
donner des valeurs d'opacité et de perméabilité situées en-deçà des limites maximales établies pour les valeurs 
d'opacité et de perméabilité de fond des cornées bovines traitées avec les témoins négatifs ou les témoins de 
solvant/véhicule correspondants. Une seule expérience composée d'au moins trois cornées doit être suffisante pour 
tester un produit chimique quand la classification résultante est sans équivoque. Cependant, dans le cas de résultats 
équivoques dans la première expérience, une seconde expérience devrait être considérer (mais pas nécessairement 
requise), ainsi qu'une troisième tentative dans le cas de résultats IVIS moyens discordants entre les deux premières 
expériences. Dans ce contexte, un résultat en première tentative est considéré comme équivoque si les prédictions 
résultant des trois cornées ne sont pas concordantes, comme suit: 

—  Deux des trois cornées ont donné des prédictions discordantes par rapport à la moyenne des trois cornées, ou 

—  Une des trois cornées a donné une prédiction discordante de la moyenne des trois cornées, et le résultat 
discordant était supérieur à 10 unités IVIS de la valeur critique de 55. 

—  Si la répétition de l'expérience corrobore la prédiction de l'expérience initiale (sur la base de la valeur moyenne 
IVIS), alors la décision finale peut être prise sans expérience supplémentaire. Si la répétition de l'expérience 
fournit une prédiction discordante par rapport à la première expérience, (sur la base de la valeur moyenne 
IVIS), alors une troisième et dernière expérience devrait être menée pour résoudre les prédictions équivoques, et 
ainsi permettre de classé le produit chimique. Il peut être accordé de ne pas faire d'expérience supplémentaire 
pour la classification et l'étiquetage dans le cas où l'expérience résulte en une prédiction de catégorie 1 du SGH 
de l'O.N.U. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes, dès lors qu'elles s'appliquent à l'étude: 

Produit chimique testé et témoins 

—  nom(s) chimique(s), par exemple nom de la structure chimique utilisé par le Chemical Abstracts Service (CAS), 
suivi d'autres noms, s'ils sont connus; le numéro d'enregistrement CAS (CASRN), s'il est connu; 
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—  pureté et composition du produit chimique testé ou de la préparation et des produits chimiques témoins [en 
pourcentage(s) par unité de poids], dans la mesure où cette information est disponible; 

—  propriétés physico-chimiques (telles que l'état physique, la volatilité, le pH, la stabilité, la classe chimique, 
l'hydrosolubilité) utiles pour la conduite de l'étude; 

—  le cas échéant, traitement des produits chimiques testés/témoins avant l'essai (par exemple, chauffage, broyage); 

—  stabilité (si elle est connue). 

Renseignements relatifs au donneur d'ordre et à l'installation d'essai 

—  nom et adresse du donneur d'ordre, de l'installation d'essai et du directeur de l'étude. 

Conditions d'application de la méthode d'essai 

—  opacitomètre utilisé (par ex., modèle et spécifications) et réglages de l'instrument; 

—  informations concernant l'étalonnage des appareils de mesure de l'opacité et de la perméabilité (p. ex. 
opacitomètre et spectrophotomètre) pour assurer la linéarité des mesures; 

—  type de porte-cornée utilisé (p.ex. modèle et spécifications); 

—  description des autres appareils utilisés; 

—  procédure utilisée pour garantir l'intégrité (c'est-à-dire la précision et la fiabilité) de la méthode d'essai sur la 
durée (par ex., essais périodiques de substances d'épreuve des compétences, utilisation de données historiques 
sur les témoins négatifs et positifs). 

Critères d'acceptabilité de l'essai 

—  intervalles de valeurs acceptables pour les témoins positifs et négatifs concurrents, d'après les données 
historiques; 

—  le cas échéant, intervalles de valeurs acceptables pour les témoins étalons concurrents, d'après les données 
historiques. 

Collecte des yeux et préparation 

—  identification de la source d'obtention des yeux (c'est-à-dire l'établissement fournisseur des yeux) 

—  diamètre des cornées afin d'établir l'âge des animaux et de justifier leur utilisation dans cet essai; 

—  Stockage et conditions de transport des yeux p.ex. date et heure de la collecte, intervalle de temps avant le 
début de l'essai, milieu de transport et conditions de température, utilisation d'antibiotiques le cas échéant; 

—  préparation et montage des cornées bovines, remarques concernant leur qualité; températures des porte-cornée, 
et critères d'utilisation pour la conduite de l'essai 

Procédure de l'essai 

—  nombre de réplicats utilisés; 

—  identité des témoins positif(s) et négatif(s) utilisés (le cas échéant le solvant utilisé et les produits chimiques de 
référence); 

—  concentration(s) du produit chimique testé, application, durée d'exposition et de post-exposition; 

—  description des critères d'évaluation et de décision utilisés; 

—  description des critères d'acceptation de l'étude; 

—  description de toute modification apportée à la procédure; 

—  Description des critères de décision utilisés. 
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Résultats 

—  présentation sous forme de tableau des résultats de chaque échantillon d'essai (par ex., valeurs de l'opacité et de 
la DO490 et IVIS calculé pour le produit chimique testé et les témoins positifs, négatifs et étalons [si inclus], y 
compris les données des essais répétés, le cas échéant, et la moyenne ± écart type pour chaque essai); 

—  description des autres effets observés; 

—  la classification in vitro selon le SGH de l'O.N.U le cas échéant. 

Discussion des résultats 

Conclusion 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Approche «bottom-up»: approche par étape utilisée pour un produit chimique pour lequel on anticipe qu'il ne 
relève d'aucune classification pour l'irritation oculaire ou les lésions oculaires graves. Cette approche commence par 
la détermination des produits chimiques ne relevant d'aucune classification (résultat négatif) par rapport aux autres 
produits chimiques (résultats positifs). 

Approche «top-down»: approche par étape utilisée dans le cas d'un produit chimique pour lequel on estime qu'il 
provoque des lésions oculaires graves; cette approche commence par la détermination des produits chimiques 
provoquant des lésions oculaires graves (résultat positif) par rapport aux autres produits chimiques (résultat 
négatif). 

Catégorie 1 du SGH: Voir «Lésions oculairse graves» 

Catégorie 2 du SGH: voir «Irritation oculaire» 

Cornée: Partie transparente située à l'avant du globe oculaire, recouvrant l'iris et la pupille et laissant pénétrer la 
lumière vers l'intérieur de l'œil. 

Danger: Propriété inhérente d'un agent ou situation susceptible de provoquer des effets indésirables lorsqu'un 
organisme, un système ou une (sous-) population est exposé(e) à cet agent. 

Effets irréversibles sur l'œil: voir «Lésions oculaires graves». 

Effets réversibles sur l'œil: voir «Irritation oculaire». 

Essai à plusieurs niveaux: Démarche expérimentale séquentielle consistant à examiner toutes les informations 
existantes sur un produit chimique testé dans un ordre déterminé, en ayant recours à chaque étape à un processus 
d'analyse du poids de la preuve pour déterminer si les informations disponibles sont suffisantes pour décider d'une 
classification des dangers, avant de passer à l'étape suivante. Si le potentiel d'irritation d'un produit chimique testé 
peut être déterminé sur la base des informations existantes, aucun essai supplémentaire n'est nécessaire. Si le 
potentiel d'irritation d'un produit chimique testé ne peut pas être déterminé sur la base des informations existantes, 
une procédure expérimentale progressive de type séquentiel sur des animaux est alors lancée jusqu'à ce qu'une 
classification sans équivoque puisse être effectuée. 

Fiabilité: Indique dans quelle mesure la mise en œuvre d'une méthode d'essai peut être reproduite dans un même 
laboratoire ou par plusieurs laboratoires au cours du temps, en utilisant le même mode opératoire. Pour l'évaluer, 
on calcule la reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires et la répétabilité intra-laboratoire. 

Irritation oculaire: Production de changements dans l'œil suite à l'application d'un produit chimique sur la surface 
antérieure de l'œil et qui sont totalement réversibles dans les 21 jours suivant l'application (2). L'expression est 
équivalente à «Effets réversibles sur l'œil» et avec «Catégorie 2 du SGH» (4). 

Lésions oculaires graves: Lésions des tissus oculaires ou dégradation sévère de la vue, provoquées par l'application 
d'un produit chimique testé sur la surface antérieure de l'œil et qui ne sont pas totalement réversibles dans les 21 
jours suivant l'application. L'expression est équivalente à «Effets irreversibles sur l'œil» et avec «Catégorie 1 du SGH» 
(4). 

Mélange: un mélange ou une solution composée d'au moins deux substances qui ne réagissent pas entre elles (4). 

Mélange contenant des tensioactifs: Dans le contexte de la présente méthode d'essai, il s'agit d'un mélange 
contentant un ou plusieurs tensioactifs(s) à une concentration finale supérieure à 5 %. 

Méthode d'essai validée: Méthode d'essai ayant fait l'objet d'études de validation visant à déterminer sa pertinence 
(notamment sa précision) et sa fiabilité à des fins spécifiques. Il importe de noter que les performances d'une 
méthode d'essai validée peuvent être insuffisantes en termes de précision et de fiabilité pour qu'elle soit jugée 
acceptable pour les besoins envisagés. 
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Non classé: produit chimique ne relevant d'aucune classification pour l'irritation oculaire (catégorie 2, 2A ou 2B 
du SGH de l'ONU) ou pour les lésions occulaires graves (catégorie 1 du SGH de l'ONU). L'expression est 
équivalente à «Sans catégorie SGH». 

Opacité cornéenne: Mesure de l'étendue du caractère opaque de la cornée suite à son exposition à un produit 
chimique testé. Une augmentation de l'opacité cornéenne indique un endommagement de la cornée. L'opacité peut 
être évaluée de manière subjective, par exemple lors du test de Draize réalisé sur les yeux de lapin, ou de manière 
objective à l'aide d'un instrument de mesure tel qu'un «opacitomètre». 

Opacitomètre: Instrument servant à mesurer l'«opacité cornéenne» en évaluant la quantité de lumière transmise à 
travers la cornée. En général, cet instrument est composé de deux compartiments, chacun disposant de sa propre 
source lumineuse et d'une cellule photoélectrique. L'un des compartiments est utilisé pour la cornée traitée tandis 
que l'autre sert à étalonner l'instrument et à le mettre à zéro. La lumière provenant d'une lampe halogène est 
dirigée à travers un compartiment témoin (chambre vide, sans vitre ni liquide) vers une cellule photoélectrique, et 
comparée à la lumière envoyée à travers le compartiment expérimental, qui abrite la chambre contenant la cornée, 
jusqu'à une cellule photoélectrique. La lumière transmise par les deux cellules photoélectriques est ensuite 
comparée, et une valeur chiffrée d'opacité s'affiche sur un écran numérique. 

Perméabilité cornéenne: Mesure quantitative de l'endommagement de l'épithélium cornéen via la détermination 
de la quantité de fluorescéine sodique traversant toutes les couches cellulaires de la cornée. 

Poids de la preuve: Prise en compte des atouts et des faiblesses de divers éléments d'information en vue d'aboutir 
à une conclusion concernant le danger potentiel d'un produit chimique testé et d'étayer cette conclusion. 

Précision: Degré de conformité entre les résultats de la méthode d'essai et les valeurs de référence acceptées. Elle 
constitue une mesure de performance de la méthode d'essai et l'un des aspects de sa «pertinence». Ce terme est 
souvent utilisé indifféremment à la place du terme «concordance» pour qualifier la proportion de résultats corrects 
d'une méthode d'essai. 

Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Produit chimique étalon: Produit chimique utilisé en tant que référence, en comparaison avec un produit 
chimique d'essai. Un produit chimique étalon doit présenter les propriétés suivantes: (i) provenir d'une ou de 
plusieurs sources constantes et fiables; (ii) présenter une similitude structurale et fonctionnelle avec la classe des 
produits chimiques soumis à l'essai; (iii) posséder des caractéristiques physiques/chimiques connues; (iv) être 
accompagnée de données confirmant ses effets connus; et (v) avoir une activité connue dans la fourchette des 
réponses désirées. 

Produit chimique testé: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai. 

Sans catégorie SGH: produit chimique qui ne relève d'aucune classification dans la catégorie 1 ou 2 (2A ou 2B) 
du SGH. Expression équivalente à «Non classé» 

Score d'irritation in vitro (IVIS): Formule dérivée empiriquement et utilisée dans les essais OPCB, dans laquelle 
les valeurs d'opacité moyenne et de perméabilité moyenne pour chaque groupe de traitement sont combinées pour 
obtenir le score in vitro unique de chaque groupe de traitement. IVIS = valeur d'opacité moyenne + (15 x valeur 
moyenne de perméabilité). 

SGH (Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des Nations 
unies): Système proposant la classification des produits chimiques (substances et mélanges) conformément à des 
types et des niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication 
des éléments d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, mentions 
de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser des informations sur leurs effets 
indésirables dans l'objectif de protéger les personnes (en particulier les employeurs, employés, transporteurs, 
consommateurs et personnels des services d'urgence) et l'environnement (4). 

Substance: Élément chimique et ses composés, présents à l'état naturel ou obtenus grâce à un procédé de 
production. Ce terme inclut tout additif nécessaire pour préserver la stabilité du produit ainsi que toute impureté 
produite par le procédé utilisé, mais exclut tout solvant pouvant être extrait sans affecter la stabilité ni modifier la 
composition de la substance (4). 
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Tensioactif: Aussi appelé agent de surface; substance telle qu'un détergent, qui peut réduire la tension superficielle 
d'un liquide et donc lui permettre de mousser ou pénétrer des solides; aussi appelant agent mouillant. 

Taux de faux négatifs: Proportion de produits chimiques positifs faussement identifiés comme négatifs par une 
méthode d'essai. Il s'agit d'un indicateur de performance de la méthode d'essai. 

Taux de faux positifs: Proportion de produits chimiques négatifs faussement identifiés comme positifs par une 
méthode d'essai. Il s'agit d'un indicateur de performance de la méthode d'essai. 

Témoin de solvant/véhicule: Échantillon non traité contenant tous les composants d'un système d'essai, y 
compris le solvant ou véhicule utilisé pour tester les échantillons témoins traités ou non avec la substance d'essai 
afin de déterminer une réponse de référence pour les échantillons traités avec la substance d'essai dissoute dans le 
même solvant ou véhicule. Testé avec un témoin négatif concurrent, cet échantillon indique également si le solvant 
ou véhicule interagit avec le système d'essai. 

Témoin négatif: Réplique non traitée contenant tous les composants d'un système d'essai. Cet échantillon subit les 
mêmes procédures que les échantillons traités avec la substance d'essai et les autres échantillons témoins afin de 
déterminer si le solvant interagit avec le système d'essai. 

Témoin positif: Réplique contenant tous les composants d'un système d'essai, et traité avec une substance 
induisant notoirement une réponse positive. Afin de pouvoir évaluer la variabilité des réponses du témoin positif 
dans le temps, la sévérité de la réponse ne devra pas être excessive.   
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Appendice 2 

VALEUR PRÉDICTIVE DE LA MÉTHODE D'ESSAI OPCB 

Tableau 1 

Valeur prédictive de la méthode OPCB pour identifier les produits chimiques provoquant des lésions 
oculaires graves [Cat. 1 ou Pas cat. 1 (Cat. 2 + «sans catégorie») du SGH de l'ONU / CLP de l'UE; Cat. I ou 

Pas cat. I (Cat. II + Cat. III + Cat. IV) de l'EPA des États-Unis] 

Système 
de clas
sifica
tion 

Nb 

Précision Sensibilité Faux négatifs Spécificité Faux positifs 

% Nb % Nb % Nb % Nb % Nb 

SGH de 
l'ONU 

CLP de 
l'UE 

191 78,53 150/191 86,15 56/65 13,85 9/65 74,60 94/126 25.40 32/126 

US EPA 190 78,95 150/190 85,71 54/63 14,29 9/63 75,59 96/127 24,41 31/127  

Tableau 2 

Valeur prédictive de la méthode OPCB pour identifier les produits chimiques ne relevant d'aucune classifi
cation pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave («non-irritants») [«sans catégorie» ou Pas «sans 
catégorie» (Cat. 1 + Cat. 2) du SGH de l'ONU / CLP de l'UE; Cat. IV ou Pas cat. IV (Cat. I + Cat. II + Cat. III) 

de l'EPA des États-Unis] 

Système 
de clas
sifica
tion 

Nb 

Précision Sensibilité Faux négatifs Spécificité Faux positifs 

% No. % No. % No. % No. % No. 

SGH de 
l'ONU 

CLP de 
l'UE 

196 68,88 135/196 100 107/107 0 0/107 31,46 28/89 68,54 61/89 

EPA des 
États- 
Unis 

190 82,11 156/190 93,15 136/146 6,85 10/146 45,45 20/44 54,55 24/44   
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Appendice 3 

PRODUITS CHIMIQUES A UTILISER POUR L'ÉPREUVE DE COMPÉTENCE RELATIVE A LA MÉTHODE 
D'ESSAI OPCB 

Avant d'utiliser en routine la présente méthode d'essai, les laboratoires doivent démontrer leurs compétences 
techniques en établissant correctement la classification des dangers pour l'œil présentés par les 13 produits 
chimiques préconisés dans le tableau 1. Ces produits chimiques ont été sélectionnés de façon à représenter la 
gamme des réactions selon le danger qu'ils représentent pour l'œil, sur la base des résultats de l'essai in vivo sur œil 
de lapin (LD 405) (17) et du SGH des Nations Unies (c'est-à-dire les catégories 1, 2A, 2B ou Non classé) (4). Les 
autres critères de sélection sont la disponibilité des produits chimiques dans le commerce, l'existence de données de 
référence in vivo de bonne qualité, et l'existence de données in vitro de bonne qualité obtenues grâce à la méthode 
OPCB. Les données de référence figurent dans le Récapitulatif simplifié (3) et dans les Background Review 
Documents de l'ICCVAM pour la méthode d'essai d'opacité et de perméabilité de la cornée bovine (2)(18). 

Tableau 1 

Produits chimiques recommandés pour démontrer les compétences techniques relatives à la méthode 
d'essai OPCB 

Produit chimique NoCAS Classe chimique (1) Forme 
physique 

Classification  
in vivo (2) Classification OPCB 

Chlorure de benzal
konium (5 %) 

8001-54-5 Composé d'onium Liquide Catégorie 1 Catégorie 1 

Chlorhexidine 55-56-1 Amine, Amidine Solide Catégorie 1 Catégorie 1 

Acide dibenzoyl-L- 
tartrique 

2743-38-6 Acide carboxylique, 
Ester 

Solide Catégorie 1 Catégorie 1 

Imidazole 288-32-4 Hétérocyclique Solide Catégorie 1 Catégorie 1 

Acide trichloracé
tique (30 %) 

76-03-9 Acide carboxylique Liquide Catégorie 1 Catégorie 1 

Chlorure de 2,6-di
chlorobenzoyle 

4659-45-4 Halogénure d'acyle Liquide Catégorie 2A Aucune prédiction 
précise/fiable n'est 
possible 

Éthyle-2-acétoacé
tate de méthyle 

609-14-3 Cétone, Ester Liquide Catégorie 2B Aucune prédiction 
précise/fiable n'est 
possible 

Nitrate d'ammo
nium 

6484-52-2 Sel inorganique Solide Catégorie 2 (3) Aucune prédiction 
précise/fiable n'est 
possible 

EDTA, sel dipotas
sique 

25102-12-9 Amine, Acide car
boxylique (sel) 

Solide Non classé Non classé 

Tween 20 9005-64-5 Ester, Polyéther Liquide Non classé Non classé 
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Produit chimique NoCAS Classe chimique (1) Forme 
physique 

Classification  
in vivo (2) Classification OPCB 

2-Mercaptopyrimi
dine 

1450-85-7 Halogénure d'acyle Solide Non classé Non classé 

Phénylbutazone 50-33-9 Hétérocyclique Solide Non classé Non classé 

Lauryl éther de po
lyoxyéthylène 23 
(BRIJ-35) (10 %) 

9002-92-0 Alcool Liquide Non classé Non classé 

Abréviations: NoCAS = numéro d'enregistrement au Chemical Abstracts Service 
(1)  Des catégories chimiques ont été assignées à chaque produit chimique selon un schéma de classification standard, basé sur le 

système de classification des National Library of Medicine Medical Subject Headings (MeSH) (disponible à l'adresse: http// 
www.nlm.nih.gov/mesh). 

(2)  D'après les résultats issus de l'essai sur œil de lapin in vivo (LD OCDE 405) (17) et en utilisant le SGH de l'ONU (4). 
(3)  La classification dans les catégories 2A ou 2B dépend de l'interprétation des critères du SGH de l'ONU pour distinguer ces 

deux catégories, à savoir que l'on doit constater des effets chez 1 sur 3 ou 2 sur 3 animaux le septième jour pour classer le 
produit dans la catégorie 2A. L'étude in vivo est menée sur 3 animaux. Tous les effets sauf une rougeur conjonctivale chez un 
animal avaient disparu le septième jour ou avant. Le seul animal chez lequel la rougeur n'avait pas disparu le septième jour 
(score de 1) était pleinement rétabli le dixième jour.   
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Appendice 4 

LE PORTE-CORNÉE POUR LA MÉTHODE OPCB 

Les porte-cornées pour OPCB sont fabriqués à partir d'un matériau inerte (polypropylène par exemple). Ils se 
composent de deux parties (une chambre antérieure et une chambre postérieure) et possèdent deux chambres 
internes cylindriques identiques. Chaque chambre, d'une contenance de 5 ml, est fermée par une vitre à travers 
laquelle les mesures d'opacité sont enregistrées. Chacune des chambres internes mesure 1,7 cm de diamètre et 
2,2 cm de profondeur (1). Un joint torique situé au niveau de la chambre postérieure empêche toute fuite. La 
cornée est placée face endothéliale dessous, sur le joint torique de la chambre postérieure, et la chambre antérieure 
est placée du côté épithélial de la cornée. Les chambres sont maintenues en place par trois vis en acier inoxydable 
situées sur les bordures extérieures du porte-cornée. Chaque chambre comporte à son extrémité une vitre amovible 
permettant d'accéder facilement à la cornée. Un joint torique placé entre la vitre et la chambre empêche toute fuite. 
L'introduction et le vidage du milieu et des produits chimiques d'essai se font par deux trous situés sur la face 
supérieure de chaque chambre. Pendant le traitement et les périodes d'incubation, ils sont fermés par des 
capuchons en caoutchouc. La transmission de la lumière à travers les porte-cornées peut varier dans la mesure où 
les effets de l'usure ou l'accumulation de certains résidus chimiques sur les trous des chambres internes ou sur les 
vitres peut modifier la répartition ou la réflectance de la lumière. En conséquence, on peut observer une 
augmentation ou une diminution de la lumière de référence transmise (et une variation inversement propor
tionnelle des mesures d'opacité de référence) à travers les porte-cornées, ces changements pouvant être marqués dès 
les premières mesures d'opacité de la cornée dans les chambres individuelles (autrement dit, les valeurs initiales 
d'opacité de la cornée dans des porte-cornées individuels spécifiques peuvent facilement varier de plus de 2 ou 
3 unités d'opacité par rapport aux valeurs de référence attendues). Chaque laboratoire doit envisager d'élaborer un 
programme pour évaluer les variations de transmission de la lumière à travers les porte-cornées, selon la nature des 
produits chimiques testés et la fréquence d'utilisation des chambres. Pour établir des valeurs de référence, on peut 
contrôler les porte-cornées avant l'utilisation en routine en mesurant les valeurs d'opacité (ou de transmission de la 
lumière) de référence des chambres remplies de tout le milieu, sans cornées. Les porte-cornées peuvent ensuite être 
contrôlés périodiquement pour vérifier si la transmission de la lumière varie durant les périodes d'utilisation. 
Chaque laboratoire peut établir la fréquence de contrôle des porte-cornées, selon les produits chimiques testés, la 
fréquence d'utilisation et les variations observées par rapport aux valeurs d'opacité cornéenne de référence. Si l'on 
observe des variations notables de la lumière transmise à travers les porte-cornées, il convient d'appliquer les 
procédures appropriées de nettoyage et/ou de polissage de la surface interne des porte-cornées voire de la 
remplacer. 

Porte-cornée: vue éclatée 
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(1) Les dimensions indiquées ici sont celles d'un porte-cornée utilisé pour des bovins âgés de 12 à 60 mois. Pour des animaux entre 6 et 
12 mois, le porte-cornée est conçu de manière à posséder des chambres d'une contenance de 4 ml chacune et dont les dimensions 
intérieures sont de 1,5 cm de diamètre et 2,2 cm de profondeur. Pour tout porte-cornée nouvellement conçu, il est essentiel que le 
rapport entre la surface cornéenne exposée et le volume de la chambre postérieure soit le même que celui du porte-cornée classique. 
Cette condition est indispensable pour garantir que les valeurs de perméabilité sont correctement déterminées pour le calcul du SIIV par 
la formule donnée 



Appendice 5 

L'OPACITOMÈTRE 

L'opacitomètre est un appareil permettant de mesurer la transmission de la lumière. Par exemple, dans le cas de 
l'équipement OP-KIT d'Electro Design (Riom, France) utilisé pour valider la méthode OPCB, la lumière d'une lampe 
halogène est dirigée à travers un compartiment témoin (chambre vide, sans vitre ni liquide) vers une cellule 
photoélectrique, et comparée à la lumière envoyée à travers le compartiment expérimental, qui abrite la chambre 
contenant la cornée, jusqu'à une cellule photoélectrique. La lumière transmise par les deux cellules photoélectriques 
est ensuite comparée, et une valeur chiffrée d'opacité s'affiche sur un écran numérique. Les unités d'opacité sont 
alors définies. D'autres types d'opacitomètres présentant une configuration différente (par exemple, ne nécessitant 
pas de mesurer en parallèle le compartiment témoin et le compartiment expérimental) peuvent être utilisés s'il est 
prouvé qu'ils donnent des résultats similaires à ceux de l'équipement validé. 

L'opacitomètre fournit une réponse linéaire par le biais d'un éventail de mesures d'opacité couvrant les seuils 
utilisés pour les différentes classifications décrites par le modèle de prévision (c'est-à-dire, jusqu'aux seuils 
déterminant le caractère corrosif/fortement irritant). Afin de garantir des mesures linéaires et précises jusqu'à 75- 
80 unités d'opacité, il est nécessaire d'étalonner l'opacitomètre à l'aide d'une série de calibreurs. Les calibreurs sont 
placés à l'intérieur de la chambre d'étalonnage (une chambre de porte-cornée destinée à contenir les calibreurs) et 
une mesure des calibreurs est réalisée sur l'opacitomètre. La chambre d'étalonnage est conçue pour maintenir les 
calibreurs approximativement à la même distance de la source lumineuse et de la cellule photoélectrique que celle 
où se trouveront les cornées lors des mesures d'opacité. Les valeurs de référence et le point déterminé initialement 
dépendent du type d'équipement utilisé. Il convient de s'assurer de la linéarité des mesures d'opacité en appliquant 
les procédures appropriées (en fonction de l'instrument). Par exemple, pour l'équipement OP-KIT d'Electro Design 
(Riom, France), l'opacitomètre est tout d'abord étalonné à 0 unité d'opacité en utilisant la chambre d'étalonnage 
sans calibreur. Trois calibreurs différents sont ensuite placés l'un après l'autre à l'intérieur de la chambre 
d'étalonnage, et l'opacité est mesurée. Les calibreurs 1, 2 et 3 présentent des mesures d'opacité égales à leur valeur 
de consigne, soit respectivement 75, 150 et 225 unités d'opacité, ± 5 %.»  

(13) Dans la partie B, le chapitre B.48 est remplacé par le texte suivant: 

«B.48 Méthode d'essai sur œil de poulet isolé pour l'identification des produits chimiques i) provoquant 
des lésions oculaires graves et ii) ne relevant d'aucune classification pour irritation oculaire ou lésion 

oculaire grave 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 438 (2013) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. La méthode d'essai sur œil de poulet isolé (OPI) a été évaluée par le Comité de coordination inter- 
agences pour la validation des méthodes alternatives (ICCVAM) des États-Unis, en collaboration avec le Centre 
européen pour la validation de méthodes alternatives (ECVAM) et le Centre japonais pour la validation de méthodes 
alternatives (JaCVAM), en 2006 et 2010 (1)(2)(3). La première évaluation a permis de valider scientifiquement 
l'utilité de la méthode OPI pour le dépistage des produits chimiques (substances et mélanges) provoquant des 
lésions oculaires graves (catégorie 1) selon la définition du Système général harmonisé de classification et 
d'étiquetage des produits chimiques (SGH) des Nations Unies (ONU) (1)(2)(4) et du règlement (CE) no 1272/2008 
relatif à la classification, à l'étiquetage et à l'emballage des substances et des mélanges (CLP) (1). La seconde 
évaluation a consisté à déterminer l'utilité de la méthode OPI pour le dépistage des produits chimiques non classés 
comme irritants pour l'œil ou provoquant de graves lésions oculaires selon la définition du SGH de l'ONU (3) (4). 
Les résultats de l'étude de validation et les recommandations du panel d'examen ont confirmé la recommandation 
initiale selon laquelle il convient d'utiliser la méthode OPI pour la classification des produits chimiques pouvant 
provoquer de lésions oculaires graves (catégorie 1 du SGH de l'ONU), car la base de données disponible était restée 
inchangée depuis la première validation de l'ICCVAM. À ce stade, il n'a pas été recommandé d'étendre le champ 
d'application de la méthode OPI pour inclure d'autres catégories. Le jeu de données in vitro et in vivo utilisé lors de 
l'étude de validation a été réévalué dans le but de déterminer l'utilité de la méthode OPI pour identifier les produits 
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(1) Règlement (CE) no 1272/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à 
l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le règlement 
(CE) no 1907/2006, JO L 353 du 31.12.2008, p.1. 
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(1) Règlement (CE) no 1272/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à 
l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le règlement 
(CE) no 1907/2006, JO L 353 du 31.12.2008, p.1. 
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chimiques ne nécessitant aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave (5). D'après les 
conclusions de cette réévaluation, la méthode OPI peut aussi être utilisée pour identifier les produits chimiques qui 
ne relèvent d'aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave selon la définition du SGH de 
l'ONU (4) (5). La présente méthode d'essai indique les applications recommandées et les limites de la méthode OPI 
au regard de ces évaluations. Les principales différences entre la version originale de 2009 et la mise à jour de 
2013 de la ligne directrice de l'OCDE pour les essais de produits chimiques concernent notamment: l'application 
de la méthode OPI pour identifier les produits chimiques ne relevant d'aucune classification au titre du SGH de 
l'ONU, une mise à jour concernant les éléments du rapport d'essai, une mise à jour de l'appendice 1 sur les 
définitions, et une mise à jour de l'appendice 2 sur les substances d'épreuve. 

Il est généralement admis que dans notre horizon de prévision, aucun essai unique d'irritation oculaire in vitro ne 
pourra remplacer le test oculaire in vivo de Draize pour établir le degré d'irritation provoqué par les différentes 
classes de produits chimiques. Cependant, la combinaison de plusieurs méthodes de substitution dans le cadre 
d'une stratégie d'essais (à plusieurs niveaux) pourrait remplacer le test oculaire de Draize (6). L'approche «top-down» 
(5) est indiquée lorsque, d'après les informations existantes, on s'attend à ce qu'un produit chimique soit fortement 
irritant, alors que l'approche «bottom-up» (7) est conçue pour être appliquée quand, au vu des informations 
existantes, un produit chimique devrait a priori ne causer aucune irritation oculaire suffisante nécessitant une classi
fication. La méthode OPI est une méthode d'essai in vitro pouvant être utilisée, dans certaines circonstances et 
compte tenu de ses limites particulières décrites aux paragraphes 8 à 10, pour classer et étiqueter les produits 
chimiques en fonction de leur caractère dangereux pour l'œil. Alors qu'elle n'est pas jugée valable pour remplacer 
purement et simplement la méthode d'essai in vivo sur les yeux de lapin, la méthode OPI est recommandée comme 
première étape d'une stratégie d'essai telle que l'approche «top-down» suggérée par Scott et al. (7) pour identifier les 
produits chimiques provoquant des lésions oculaires graves, à savoir les produits relevant de la catégorie 1 du SGH 
de l'ONU, sans expérience supplémentaire (4). La méthode OPI est aussi recommandée pour identifier les produits 
chimiques ne nécessitant aucune classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave, ainsi que le définit 
le SGH de l'ONU («sans catégorie») (4), et peut donc être utilisée comme première étape dans le cadre d'une 
stratégie d'essai telle que l'approche «bottom-up» (7). Cependant, un produit chimique qui, avec la méthode OPI, 
semble ne causer aucune lésion oculaire grave ou ne relever d'aucune classification pour irritation oculaire/lésion 
oculaire grave nécessiterait d'être soumis à des essais complémentaires (in vitro et/ou in vivo) pour établir une 
classification définitive. En outre, les autorités réglementaires compétentes devraient être consultées avant de mettre 
en œuvre l'essai OPI dans une approche «bottom-up» dans le cadre d'autres systèmes de classification que le SGH 
de l'ONU. 

L'objectif de la présente méthode d'essai est de décrire les procédures utilisées pour évaluer le danger potentiel d'un 
produit chimique pour l'œil, mesuré par la propension du produit chimique à induire ou non une toxicité dans un 
œil de poulet énucléé. Les effets toxiques pour la cornée sont mesurés par (i) une estimation qualitative de l'opacité, 
(ii) une estimation qualitative des dommages subis par l'épithélium, fondée sur l'application de fluorescéine sur l'œil 
(rétention de fluorescéine), (iii) une mesure quantitative de l'augmentation de l'épaisseur (gonflement), et (iv) une 
évaluation qualitative des dommages morphologiques macroscopiques infligés en surface. L'opacité cornéenne, le 
gonflement et l'estimation des dommages après exposition à un produit chimique d'essai sont évalués individuel
lement, puis combinés pour établir une classification d'effet irritant pour les yeux. 

Les définitions des termes utilisés sont données à l'appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

La présente méthode d'essai est fondée sur le protocole suggéré dans le document d'orientation 160 de l'OCDE (8), 
élaboré à la suite de l'étude de validation internationale de l'ICCVAM (1)(3)(9), enrichie de contributions apportées 
par le Centre européen pour la validation des méthodes d'essais alternatives (ECVAM), le Centre japonais de 
validation des méthodes d'essais alternatives (JaCVAM), et le Quality of Life Department of Toxicology and Applied 
Pharmacology du TNO (Pays-Bas). Le mode opératoire s'appuie sur des informations dérivées de protocoles publiés, 
et de celui actuellement employé par le TNO (10) (11) (12) (13) (14). 

Les essais réalisés dans le cadre de l'étude de validation sous-tendant cette méthode d'essai ont porté sur un large 
éventail de produits chimiques; la base de données empiriques de cette étude totalisait 152 produits chimiques dont 
72 substances et 80 mélanges (5). La présente méthode d'essai peut être utilisée pour tester des solides, des liquides, 
des émulsions et des gels. Les liquides peuvent être aqueux ou non; les solides peuvent être solubles ou insolubles 
dans l'eau. Les gaz et les aérosols n'ont pas encore fait l'objet d'une étude de validation. 
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La méthode OPI peut être utilisée pour identifier les produits chimiques provoquant des lésions oculaires graves, à 
savoir les produits chimiques relevant de la catégorie 1 du SGH de l'ONU (4). Appliquée dans ce but, cette 
méthode présente pour limites un taux élevé de faux positifs pour les alcools et un taux élevé de faux négatifs pour 
les matières solides et les tensioactifs (1)(3)(9). Toutefois, le taux de faux négatifs (produits relevant de la catégorie 1 
du SGH de l'ONU mais identifiés comme n'en relevant pas) n'est pas préoccupant dans ce contexte car tous les 
produits chimiques d'essai qui donnent des résultats négatifs feraient ensuite l'objet d'un ou plusieurs autres essais 
in vitro dûment validés, ou en dernier recours d'essais chez le lapin, en fonction des exigences de la réglementation, 
selon une démarche expérimentale séquentielle fondée sur l'analyse du poids de la preuve. Il convient de relever 
que les solides peuvent entraîner des conditions d'exposition variables et extrêmes lors du test d'irritation de l'œil in 
vivo de Draize, ce qui peut fausser la prédiction de leur véritable potentiel d'irritation (15). Les investigateurs 
peuvent envisager d'utiliser cette méthode d'essai pour tous les types de produits chimiques, à condition d'admettre 
qu'un résultat positif indique un effet provoquant des lésions oculaires graves, autrement dit de classer le produit 
chimique d'essai dans la catégorie 1 du SGH de l'ONU sans mener d'essai complémentaire. Toutefois, il convient 
d'interpréter avec précaution les résultats positifs obtenus avec des alcools, compte tenu du risque de surestimation 
des résultats positifs. 

Utilisée pour identifier les produits chimiques provoquant des lésions oculaires graves (catégorie 1 du SGH de 
l'ONU), la méthode OPI présente une précision d'ensemble de 86 % (120/140), un taux de faux positifs de 6 % 
(7/113) et un taux de faux négatifs de 48 % (13/27), en comparaison avec les données de la méthode d'essai in 
vivo sur les yeux de lapin classées selon le système de classification du SGH de l'ONU (4)(5). 

La méthode OPI peut aussi être utilisée pour identifier les produits chimiques qui ne nécessitent aucune classifi
cation pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave suivant le système de classification du SGH de l'ONU (4). 
Les autorités réglementaires compétentes devraient être consultées avant de mettre en œuvre l'essai OPI dans une 
approche «bottom-up» dans le cadre d'autres systèmes de classification que le SGH de l'ONU. Cette méthode d'essai 
peut être utilisée pour tous les types de produits chimiques, un résultat négatif pouvant être accepté pour ne pas de 
classer un produit chimique pour irritation oculaire et lésion oculaire grave. Cependant, au regard d'un résultat de 
la base de données de validation, il est possible que les peintures antisalissures contenant des solvants organiques 
soient sous-évaluées (5). 

Utilisée pour identifier les produits chimiques qui ne nécessitent pas de classification pour irritation oculaire ou 
lésion oculaire grave, la méthode OPI présente une précision d'ensemble de 82 % (125/152), un taux de faux 
positifs de 33 % (26/79) et un taux de faux négatifs de 1 % (1/73), en comparaison avec les données de la méthode 
d'essai in vivo sur œil de lapin classées selon le système de classification du SGH de l'ONU (4)(5). Lorsque les 
produits chimiques d'essai de certaines catégories chimiques (à savoir, les peintures antisalissures contenant des 
solvants organiques) sont exclus de la base de données, la précision de l'OPI est de 83 % (123/149), le taux de faux 
positifs de 33 % (26/78), et le taux de faux négatifs de 0 % (0/71) au regard du système de classification du SGH de 
l'ONU (4)(5). 

La méthode OPI n'est pas recommandée pour identifier les produits chimiques d'essai qui devraient être classés 
comme irritants pour l'œil (catégorie 2 ou catégorie 2A du SGH de l'ONU) ou les produits chimiques d'essai qui 
devraient être classés comme légèrement irritants pour l'œil (catégorie 2B du SGH de l'ONU) en raison du nombre 
considérable de produits chimiques de la catégorie 1 du SGH de l'ONU sous-classés dans les catégories 2, 2A ou 
2B, du SGH de l'ONU et de produits chimiques ne relevant d'aucune catégorie du SGH de l'ONU surclassés dans les 
catégories 2, 2A ou 2B du SGH de l'ONU. Aussi pourrait-il être nécessaire de mener des essais complémentaires 
avec une autre méthode adaptée. 

Tous les modes opératoires sur l'œil de poulet doivent respecter les réglementations applicables aux installations 
d'essai et les protocoles de manipulation de matériaux issus de l'homme et de l'animal, comprenant notamment, 
sans s'y limiter, les tissus et les fluides tissulaires. L'usage des précautions universelles de laboratoire est 
recommandé (16). 
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Si la méthode OPI ne prend pas en considération les lésions conjonctivales et de l'iris évaluées par la méthode 
d'essai d'irritation oculaire chez le lapin, elle porte sur les effets observés sur la cornée qui sont les principaux 
critères de classification in vivo au regard du SGH de l'ONU. En outre, et bien qu'il soit impossible d'étudier la 
réversibilité des lésions cornéennes per se par la méthode d'essai OPI, on a proposé d'utiliser une estimation de la 
profondeur initiale d'une telle lésion afin de distinguer certains types d'effets irréversibles, en s'appuyant sur les 
études sur l'œil de lapin (17). En particulier, il apparaît nécessaire d'approfondir les connaissances scientifiques 
disponibles pour comprendre comment apparaissent les effets irréversibles non liés à une grave lésion initiale. 
Enfin, la méthode d'essai OPI ne permet pas l'évaluation du potentiel de toxicité systémique associé à une 
exposition oculaire. 

La présente méthode d'essai sera périodiquement actualisée après examen de nouvelles informations et de nouvelles 
données. Par exemple, l'histopathologie peut s'avérer utile lorsqu'une caractérisation plus détaillée des lésions 
cornéennes est nécessaire. Pour évaluer cet éventuel développement, les utilisateurs sont invités à conserver les yeux 
et à préparer des échantillons pour l'histopathologie en vue d'établir une base de données et des critères de décision 
susceptibles d'améliorer la précision de cette méthode d'essai. L'OCDE a élaboré un document d'orientation sur 
l'utilisation des méthodes d'essai de toxicité oculaire in vitro, qui intègre des procédures détaillées sur la collecte des 
échantillons d'histopathologie et indique où soumettre les échantillons et/ou les résultats histopathologiques (8). 

Tout laboratoire conduisant cet essai pour la première fois utilise les produits chimiques d'épreuve de compétence 
mentionnés à l'appendice 2. Il peut utiliser ces produits chimiques pour démontrer sa compétence technique en 
matière d'application de la méthode d'essai OPI préalablement à la soumission des données obtenues avec cet essai 
à des fins de classification réglementaire des dangers. 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

La méthode d'essai OPI est un modèle organotypique qui permet le maintien à court terme d'yeux de poulet in 
vitro. Selon cette méthode, les dommages provoqués par le produit chimique d'essai sont évalués par détermination 
du gonflement, de l'opacité et de la rétention de fluorescéine de la cornée. L'observation des deux derniers 
paramètres est qualitative, alors que l'analyse du gonflement de la cornée est quantitative. Chaque mesure est 
reportée sous forme d'un score quantitatif utilisé pour calculer un indice d'irritation général, ou affectée à une 
catégorie qualitative utilisée pour appliquer une classification des produits chimiques dangereux pour l'œil in vitro, 
à savoir soit la catégorie 1 du SGH de l'ONU soit la catégorie Non classé du SGH de l'ONU. L'un ou l'autre de ces 
résultats peut ensuite être utilisé pour prédire si un produit chimique d'essai peut causer des lésions oculaires graves 
in vivo ou si elle ne nécessite aucune classification relative aux dangers des produits chimiques pour l'œil (se référer 
aux critères de décision). Cependant, on ne peut classer aucun produit chimique qui, avec la méthode OPI, ne 
semble causer aucune lésion oculaire grave ou ne relever d'aucune classification (voir le paragraphe 11). 

Source et âge des yeux de poulet 

Habituellement, on utilise dans cet essai des yeux prélevés sur des poulets provenant de l'abattoir où ils sont tués 
pour la consommation humaine, et les animaux de laboratoire sont donc inutiles. On utilise uniquement des yeux 
d'animaux sains dont l'entrée dans la chaîne alimentaire humaine est autorisée. 

Aucune étude contrôlée visant à évaluer l'âge optimal des poulets n'a encore été menée, mais l'âge et le poids des 
poulets habituellement utilisés dans cette méthode d'essai sont ceux des petits poulets couramment traités dans un 
abattoir de volailles (à savoir, environ 7 semaines et 1,5 — 2,5 kg). 

Collecte et transport des yeux au laboratoire 

Les têtes sont coupées immédiatement après sédation des poulets, généralement par choc électrique, et incision des 
cous pour la saignée. Il conviendra d'identifier une source locale de poulets proche du laboratoire, afin que le 
transfert des têtes entre l'abattoir et le laboratoire soit suffisamment rapide pour limiter autant que possible la 
détérioration et/ou la contamination bactérienne. Il faut réduire au minimum l'intervalle qui sépare la collecte des 
têtes de poulets et le placement des yeux dans la chambre de surfusion suivant l'énucléation (généralement deux 
heures) pour assurer le respect des critères d'acceptation de l'essai. Tous les yeux utilisés dans l'essai proviennent 
d'un groupe d'yeux collectés le même jour. 
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Les yeux étant disséqués au laboratoire, les têtes sont transportées intactes depuis l'abattoir, à température ambiante 
(généralement entre 18 °C et 25 °C), dans des boîtes en plastique humidifiées par des tissus mouillés d'une solution 
saline isotonique. 

Critères de sélection et nombre d'yeux utilisés dans la méthode OPI 

Les yeux dont la coloration initiale par la fluorescéine ou le score d'opacité de la cornée sont élevés après 
énucléation (> 0,5 dans les deux cas) sont rejetés. 

Chaque groupe de traitement et chaque groupe témoin positif parallèle comprend au moins trois yeux. Le groupe 
témoin négatif ou le témoin de solvant (si on utilise un solvant qui n'est pas une solution saline) comprend au 
moins un œil. 

Dans le cas des matières solides se révélant non classées selon le SGH de l'ONU, il est recommandé de procéder à 
un second essai sur trois yeux afin de confirmer ou d'infirmer le premier résultat négatif obtenu. 

MODE OPÉRATOIRE 

Préparation des yeux 

Les paupières sont soigneusement excisées en veillant à ne pas endommager la cornée. L'intégrité de celle-ci est 
évaluée au moyen d'une goutte de fluorescéine sodique à 2 % (p/p) appliquée sur la surface cornéenne pendant 
quelques secondes, puis rincée par une solution saline isotonique. Les yeux traités à la fluorescéine sont examinés 
au biomicroscope pour vérifier si la cornée est ou non endommagée (ce qui se traduit par une rétention de 
fluorescéine et une opacité cornéenne ≤ 0,5). 

L'œil non endommagé est ensuite énucléé, en veillant à ne pas endommager la cornée. On tire le globe oculaire 
hors de l'orbite en maintenant fermement la membrane nictitante à l'aide de pinces chirurgicales, et les muscles de 
l'œil sont coupés avec des ciseaux courbes à pointes émoussées. Il est important d'éviter de léser la cornée par une 
pression excessive (artéfacts de compression). 

Lorsque l'œil est retiré de l'orbite, une portion visible du nerf optique reste attachée. Une fois retiré de l'orbite, l'œil 
est placé sur un tampon absorbant et la membrane nictitante et le reste des tissus conjonctifs sont découpés. 

L'œil énucléé est monté dans un clamp en acier inoxydable, en plaçant la cornée verticalement. Le clamp est 
ensuite transféré dans une chambre de l'appareil de surfusion (18). Dans l'appareil de surfusion, les clamps sont 
placés de telle sorte que la totalité de la cornée soit alimentée par le goutte-à-goutte de solution saline isotonique 
(3-4 gouttes par minute ou 0,1 à 0,15 ml/min). La température dans les chambres de l'appareil de surfusion est 
régulée à 32 ± 1,5 °C. L'appendice 3 propose un schéma d'un appareil de surfusion normal et des clamps pour œil, 
disponibles dans le commerce ou à construire. L'appareil peut être modifié en fonction des besoins d'un laboratoire 
particulier (par exemple, pour contenir un nombre d'yeux différent). 

Une fois placés dans l'appareil de surfusion, les yeux sont à nouveau examinés au biomicroscope afin de s'assurer 
qu'ils n'ont pas été endommagés pendant le protocole de dissection. L'épaisseur de la cornée est mesurée à ce 
moment au sommet de la cornée au moyen du dispositif de mesure dont est muni le biomicroscope. Il faut 
remplacer les yeux (i) dont la rétention de fluorescéine est > 0,5, (ii) dont l'opacité cornéenne est > 0,5; ou (iii) qui 
présentent tout autre signe de lésion. Les yeux qui satisfont tous ces critères, mais dont l'épaisseur cornéenne 
s'écarte de plus de 10 % de la valeur moyenne calculée pour l'ensemble des yeux sont également rejetés. La mesure 
de l'épaisseur cornéenne peut varier en fonction du réglage de la largeur de la fente du biomicroscope, et les 
examinateurs tiennent compte de cette contrainte en ajustant cette largeur à 0,095 mm. 

Une fois tous les yeux examinés et admis dans l'étude, ils sont incubés pendant environ 45 à 60 minutes pour 
s'équilibrer dans le système d'essai avant l'administration du produit chimique d'essai. Cette période est suivie des 
mesures au temps de référence zéro de l'épaisseur et de l'opacité cornéenne, qui serviront de mesures initiales 
(temps 0). Le score de fluorescéine à la dissection est la mesure initiale pour cet effet. 
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Application du produit chimique d'essai 

Immédiatement après les mesures de référence au temps 0, l'œil (dans son support) est retiré de l'appareil de 
surfusion, placé en position horizontale et le produit chimique d'essai est appliquée sur la cornée. 

Les produits chimiques liquides sont généralement testés sans dilution, mais ils peuvent être dilués si besoin est (par 
exemple, dans une étape du modèle de l'étude). Il est préférable d'utiliser une solution physiologique pour diluer les 
produits chimiques d'essai. Il est toutefois possible d'utiliser d'autres solvants en conditions contrôlées, sous réserve 
de démontrer le bien-fondé de leur utilisation au lieu de la solution physiologique saline. 

Les produits chimiques liquides sont appliqués sur la cornée de façon à couvrir uniformément la totalité de la 
surface; le volume habituel est de 0,03 ml. 

Dans la mesure du possible, les produits chimiques solides sont broyés pour obtenir la plus grande finesse au 
moyen d'un mortier et d'un pilon, ou d'un outil de broyage comparable. La poudre est appliquée sur la cornée de 
façon à couvrir uniformément la totalité de la surface; la quantité habituelle est de 0,03 mg. 

Le produit chimique d'essai (liquide ou solide) est appliqué pendant 10 secondes, puis éliminée par rinçage de l'œil 
avec une solution saline isotonique (environ 20 ml) à température ambiante. L'œil (dans son support) est ensuite 
remis dans l'appareil de surfusion dans la position verticale originelle. En cas de besoin, il est possible d'effectuer 
un rinçage supplémentaire après l'application de 10 secondes ainsi qu'aux points de mesure ultérieurs (par 
exemple, si l'on découvre des résidus du produit chimique d'essai sur la cornée). En général, la quantité de solution 
saline utilisée en plus pour le rinçage n'est pas importante, contrairement en revanche à l'adhérence observée du 
produit chimique d'essai sur la cornée. 

Produits chimiques témoins 

Il convient d'inclure des témoins négatifs ou de solvant/véhicule et des témoins positifs concomitants dans chaque 
expérience. 

Dans le cas d'essais de liquides purs ou de solides, on utilise une solution saline physiologique comme témoin 
négatif parallèle dans la méthode d'essai OPI pour détecter des changements non spécifiques dans le système 
d'essai, et pour vérifier que les conditions de l'essai ne provoquent pas de réponse irritante indésirable. 

Lors des essais de liquides dilués, il convient d'inclure un groupe témoin de solvant/véhicule concomitants dans la 
méthode d'essai pour détecter des changements non spécifiques dans le système d'essai, et pour vérifier que les 
conditions de l'essai ne provoquent pas de réponse irritante indésirable. Comme le mentionne le paragraphe 31, il 
ne faut utiliser que des solvants ou des véhicules dont l'absence d'effet néfaste sur le système d'essai a été 
démontrée. 

Chaque expérience comprend un produit chimique irritant connu en tant que témoin positif parallèle, afin de 
vérifier l'induction d'une réponse appropriée. Dans cette méthode d'essai, l'essai OPI a pour vocation d'identifier des 
produits chimiques ayant des effets irritants graves ou corrosifs; le témoin positif est donc un produit chimique de 
référence qui induit une réponse forte dans la méthode d'essai. Toutefois, afin d'assurer que la variabilité de la 
réponse du témoin positif au cours du temps peut être évaluée, l'ampleur de la réponse forte ne doit pas être 
excessive. Les données in vitro obtenues pour le témoin positif doivent être suffisantes pour permettre le calcul 
d'une gamme de réponse acceptable défini statistiquement. S'il n'existe pas de données antérieures adéquates issues 
de la méthode d'essai OPI pour un témoin positif donné, il peut être nécessaire de mener des études susceptibles de 
fournir ces informations. 

L'acide acétique 10 % ou le chlorure de benzalconium 5 % sont des exemples de témoins positifs pour des produits 
chimiques d'essai liquides, tandis que l'hydroxyde de sodium ou l'imidazole peuvent jouer ce rôle pour les produits 
chimiques d'essai solides. 

Les produits chimiques étalons sont utiles pour évaluer le potentiel d'irritation oculaire de produits chimiques 
inconnus d'une catégorie chimique ou d'une catégorie de produits spécifique, ou pour évaluer le potentiel 
d'irritation relatif d'une substance irritante pour les yeux dans un intervalle spécifique de réponses irritantes. 

28.4.2017 L 112/96 Journal officiel de l'Union européenne FR     



Effets mesurés 

Les cornées traitées sont évaluées avant le traitement et 30, 75, 120, 180, et 240 minutes (± 5 minutes) après le 
rinçage suivant le traitement. Ces points de mesure sont en nombre suffisant sur la période de traitement de 4 
heures et les intervalles entre les mesures permettent d'effectuer les observations requises sur tous les yeux. 

Les effets mesurés sont l'opacité cornéenne, le gonflement, la rétention de fluorescéine et les effets morphologiques 
(par exemple, piqûres ou relâchement de l'épithélium). Tous les effets mesurés, à l'exception de la rétention de 
fluorescéine (qui est déterminée uniquement avant le traitement et 30 minutes après l'exposition au produit 
chimique d'essai) sont déterminés à chaque point temporel indiqué ci-dessus. 

Il est conseillé de prendre des photographies pour illustrer l'opacité cornéenne, la rétention de fluorescéine, les 
effets morphologiques et, le cas échéant, les observations histopathologiques. 

Après l'examen final à quatre heures, il est recommandé de conserver les yeux dans un fixateur approprié (par 
exemple, formol tamponné à pH neutre) en vue d'un éventuel examen histopathologique (voir le paragraphe 14 et 
la référence (8) pour des explications détaillées). 

Le gonflement cornéen est déterminé par des mesures d'épaisseur de la cornée réalisées au moyen d'un pachymètre 
optique monté sur un biomicroscope. Il est exprimé en pourcentage et calculé à partir de mesures de l'épaisseur de 
la cornée selon la formule suivante: 

épaisseur de la cornée au temps t − épaisseur de la cornée au temps ¼ 0
épaisseur de la cornée au temps ¼ 0

� �

� 100  

Le pourcentage moyen de gonflement de la cornée pour tous les yeux est calculé à chaque point temporel observé. 
Un score de catégorie général est attribué à chaque produit chimique d'essai, dérivé du score moyen de gonflement 
de la cornée le plus élevé observé sur tous les points temporels (paragraphe 51). 

Le score d'opacité cornéenne est calculé sur la surface de cornée qui est la plus fortement opacifiée comme le 
montre le tableau 1. La valeur moyenne d'opacité cornéenne pour tous les yeux est calculée pour chaque point 
temporel observé. Un score de catégorie général est attribué à chaque produit chimique d'essai, dérivé du score 
moyen d'opacité cornéenne le plus élevé observé sur tous les points temporels (paragraphe 51). 

Tableau 1 

Scores d'opacité cornéenne 

Score Observation 

0 Aucune opacité 

0,5 Très faible opacité 

1 Zones d'opacité dispersées ou diffuses; détails de l'iris nettement visibles 

2 Zone translucide aisément discernable; détails de l'iris légèrement masqués 

3 Forte opacité cornéenne; aucun détail spécifique de l'iris n'est visible; la taille de la pupille est à peine 
discernable 

4 Complète opacité cornéenne; l'iris est invisible  
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La rétention de fluorescéine est évaluée uniquement au point temporel d'observation de 30 minutes comme le 
montre le tableau 2. La valeur moyenne de rétention de fluorescéine est ensuite calculée pour tous les yeux 
observés au point d'observation de 30 minutes et utilisée pour déterminer le score de catégorie général de chaque 
produit chimique d'essai (paragraphe 51). 

Tableau 2 

Scores de rétention de fluorescéine 

Score Observation 

0 Pas de rétention de fluorescéine 

0,5 Coloration très mineure de cellules individuelles 

1 Coloration de cellules individuelles éparses dans toute la zone traitée de la cornée 

2 Coloration dense de foyers de cellules individuelles ou de cellules à confluence 

3 Grandes zones confluentes de cornée retenant la fluorescéine  

Les effets morphologiques comprennent la «piqûre» des cellules épithéliales cornéennes, le «relâchement» de 
l'épithélium, la «rugosité» de la surface cornéenne et l'«adhésion» du produit chimique d'essai sur la cornée. La 
gravité de ces effets est variable et ils peuvent être observés simultanément. Leur classification est subjective et 
dépend de l'interprétation de l'observateur. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Évaluation des données 

Les résultats d'opacité cornéenne, de gonflement et de rétention de fluorescéine sont évalués séparément et 
aboutissent à la détermination d'une catégorie OPI par effet mesuré. Ces catégories sont ensuite combinées en une 
classification d'effet irritant pour chaque produit chimique d'essai. 

Critères de décision 

Après évaluation de tous les effets, on peut assigner le produit chimique à une catégorie selon un barème 
prédéterminé. L'interprétation du gonflement de la cornée (tableau 3), de l'opacité (tableau 4) et de la rétention de 
fluorescéine (tableau 5) au moyen de 4 catégories d'OPI, suit les échelles indiquées ci-après. Il est important de 
relever que les scores de gonflement cornéen donnés au tableau 3 ne sont applicables que si l'épaisseur est mesurée 
au moyen d'un biomicroscope (Haag-Streit BP900, par exemple) par un dispositif de mesure de profondeur no 1 
avec un réglage de largeur de fente à 9½, soit 0,095 mm. Les utilisateurs tiennent compte du fait que les mesures 
d'épaisseur de cornée par un biomicroscope varient en fonction du réglage de la largeur de fente. 

Tableau 3 

Critères de classification OPI pour le gonflement de la cornée 

Gonflement moyen de la cornée (%) (*) Catégorie OPI 

0 à 5 I 

> 5 à 12 II 

28.4.2017 L 112/98 Journal officiel de l'Union européenne FR     



Gonflement moyen de la cornée (%) (*) Catégorie OPI 

> 12 à 18 (> 75 min après traitement) II 

> 12 à 18 (≤ 75 min après traitement) III 

> 18 to 26 III 

> 26 à 32 (> 75 min après traitement) III 

> 26 à 32 (≤ 75 min après traitement) IV 

> 32 IV 

(*)  Score moyen le plus élevé observé sur tous les points temporels  

Tableau 4 

Critères de classification OPI pour l'opacité 

Score moyen maximal d'opacité (*) Catégorie OPI 

0,0-0.5 I 

0,6-1,5 II 

1,6-2,5 III 

2,6-4,0 IV 

(*)  Score moyen maximal observé sur tous les points temporels (à partir des scores d'opacité tels que définis au tableau 1).  

Tableau 5 

Critères de classification OPI pour la rétention moyenne de fluorescéine 

Score de rétention moyenne de fluorescéine 30 minutes après 
traitement (*) Catégorie OPI 

0,0-0,5 I 

0,6-1,5 II 

1,6-2,5 III 

2,6-3,0 IV 

(*)  À partir des scores d'opacité tels que définis au tableau 2.  

La classification in vitro d'un produit chimique d'essai est déterminée par la catégorie d'effet irritant qui correspond 
à la combinaison des catégories obtenues pour le gonflement cornéen, l'opacité cornéenne et la rétention de 
fluorescéine, ainsi que décrit au tableau 6. 
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Tableau 6 

Classification générale des effets in vitro 

Classification du SGH de l'ONU Combinaison des 3 variables 

Sans catégorie 3 × I 
2 × I, 1 × II 

Aucune prédiction n'est possible Autre combinaison 

Catégorie1 3 × IV 
2 × IV, 1 × III 
2 × IV, 1 × II (*) 
2 × IV, 1 × I (*) 
Opacité cornéenne ≥ 3 à 30 min (dans au moins deux 
yeux) 
Opacité cornéenne = 4 en un point temporel quel
conque (dans au moins deux yeux) 
Relâchement important de l'épithélium (dans au moins 
un œil) 

(*)  Combinaisons moins probables.  

Critères d'acceptation de l'étude 

Un essai est considéré comme acceptable lorsque les témoins négatifs et de véhicule/solvant parallèles et les 
témoins positifs concurrents sont identifiés, respectivement, comme ne relevant pas de la classification du SGH et 
comme relevant de la catégorie 1 du SGH de l'ONU. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai contient les renseignements suivants, dès lors qu'ils s'appliquent à l'étude: 

Produit chimique d'essai et produits chimiques témoins 

—  nom(s) chimique(s), par exemple nom de la structure chimique utilisé par le Chemical Abstracts Service (CAS), 
suivi d'autres noms, s'ils sont connus; 

—  numéro d'enregistrement CAS (NoCAS), s'il est connu; 

—  pureté et composition du produit chimique d'essai/témoin [en pourcentage(s) par unité de poids], dans la 
mesure où cette information est disponible; 

—  propriétés physico-chimiques (telles que l'état physique, la volatilité, le pH, la stabilité, la classe chimique, 
l'hydrosolubilité) utiles pour la conduite de l'étude; 

—  le cas échéant, traitement des produits chimiques d'essai et témoins avant l'essai (par exemple, chauffage, 
réduction en poudre); 

—  stabilité (si connue); 

Renseignements relatifs au donneur d'ordre et à l'installation d'essai 

—  nom et adresse du commanditaire, de l'installation d'essai et du directeur de l'étude; 

—  identification de la source des yeux (par exemple, établissement auprès duquel ils ont été recueillis); 

Conditions de la méthode d'essai 

—  description du système d'essai utilisé; 
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—  biomicroscope (lampe à fente) utilisé (par exemple, modèle) et réglage de l'appareillage du biomicroscope; 

—  référence aux résultats témoins positifs et négatifs antérieurs et, le cas échéant, aux données antérieures 
démontrant les gammes de témoins de référence parallèles acceptables; 

—  procédure utilisée pour garantir l'intégrité (c'est-à-dire la précision et la fiabilité) de la méthode d'essai sur la 
durée (par exemple, essais périodiques de substances d'épreuve des compétences); 

Collecte et préparation des yeux 

—  âge et poids de l'animal donneur et, dans la mesure du possible, d'autres caractéristiques spécifiques des 
animaux sur lesquels ont été prélevés les yeux (par exemple, sexe, souche); 

—  stockage et conditions de transport des yeux (par exemple, date et heure du prélèvement, délai entre la collecte 
des têtes de poulet et le placement des yeux énucléés dans la chambre de surfusion); 

—  préparation et montage des yeux y compris les notifications relatives à leur qualité, la température des 
chambres où sont placés les yeux, et les critères de sélection des yeux utilisés pour l'essai; 

Mode opératoire 

—  nombre de réplicats utilisés; 

—  identité des témoins négatifs et positifs utilisés (le cas échéant, aussi des témoins de référence et du solvant); 

—  dose, application et temps d'exposition du produit chimique d'essai utilisés; 

—  points temporels d'observation (avant et après traitement); 

—  description des critères d'évaluation et de décision utilisés; 

—  description des critères d'acceptation de l'étude utilisés; 

—  description de toutes les modifications du mode opératoire; 

Résultats 

—  présentation sous forme de tableau des scores du gonflement cornéen, de l'opacité cornéenne et de la rétention 
de fluorescéine obtenus pour chaque œil et à chaque point temporel d'observation, y compris les scores 
moyens à chaque point d'observation pour tous les yeux testés; 

—  les scores moyens les plus élevés du gonflement cornéen, de l'opacité cornéenne et de la rétention de 
fluorescéine observés (tout point temporel confondu), et leur catégorie OPI correspondante; 

—  description de tous les autres effets observés; 

—  la classification du SGH in vitro retenue; 

—  le cas échéant, photographies de l'œil. 

Discussion des résultats 

Conclusion 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Approche «bottom-up»: approche en plusieurs étapes appliquée à un produit chimique présumé ne pas nécessiter 
de classification pour irritation oculaire ou lésion oculaire grave, et dont la première étape consiste à distinguer les 
produits chimiques ne relevant d'aucune classification (résultat négatif) des autres produits chimiques (résultat 
positif). 

Approche «top-down»: approche en plusieurs étapes appliquée à un produit chimique présumé provoquer des 
lésions oculaires graves, et dont la première étape consiste à distinguer les produits chimiques provoquant des 
lésions oculaires graves (résultat positif) des autres produits chimiques (résultat négatif). 

Biomicroscope (lampe à fente): instrument utilisé pour examiner directement l'œil sous le grossissement d'un 
microscope binoculaire en créant une image stéréoscopique droite. Dans la méthode d'essai OPI, cet instrument est 
utilisé pour visualiser les structures antérieures de l'œil de poulet et également pour mesurer objectivement 
l'épaisseur de la cornée au moyen d'un dispositif adjoint de mesure de la profondeur. 

Catégorie 1 du SGH: voir «Lésion oculaire grave» et/ou «Effets irréversibles sur l'œil». 

Catégorie 2 du SGH: voir «Irritation oculaire» et/ou «Effets réversibles sur l'œil». 

Cornée: partie transparente à l'avant du globe oculaire qui couvre l'iris et la pupille et laisse passer la lumière vers 
l'intérieur. 

Danger: propriété inhérente d'un agent ou d'une situation susceptible de provoquer des effets néfastes lorsqu'un 
organisme, un système ou une (sous-)population est exposé(e) à cet agent. 

Effets irréversibles sur l'œil: voir «Lésion oculaire grave» et «Catégorie 1 du SGH». 

Effets réversibles sur l'œil: voir «Irritation oculaire» et «Catégorie 2 du SGH». 

Fiabilité: mesure dans laquelle la mise en œuvre d'une méthode d'essai peut être reproduite au fil du temps par un 
même laboratoire ou par plusieurs laboratoires en utilisant le même protocole. Elle est évaluée en calculant la 
reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires ainsi que la répétabilité intra-laboratoire. 

Gonflement cornéen: mesure objective dans l'essai OPI de l'ampleur de la distension de la cornée après 
exposition à un produit chimique d'essai. Elle est exprimée en pourcentage et calculée au moyen des mesures 
initiales (avant administration de la dose) d'épaisseur cornéenne, et des mesures d'épaisseur relevées à intervalles 
réguliers après exposition au produit chimique d'essai dans l'essai OPI. Le degré de gonflement cornéen est un 
indicateur d'endommagement de la cornée. 

Irritation oculaire: modification de l'œil provoquée par l'application d'un produit chimique d'essai sur la face 
antérieure de l'œil, et qui est totalement réversible dans les 21 jours suivant l'application. Interchangeable avec 
«Effets réversibles sur l'œil» et avec «Catégorie 2 du SGH de l'ONU» (4). 

Lésion oculaire grave: lésion des tissus oculaires ou dégradation sévère de la vue, provoquée par l'application d'un 
produit chimique d'essai sur la face antérieure de l'œil, et qui n'est pas totalement réversible dans les 21 jours 
suivant l'application. Interchangeable avec «Effets irréversibles sur l'œil» et avec «Catégorie 1 du SGH» (4). 

Mélange: mélange ou solution composée de deux substances ou plus, qui ne réagissent pas entre elles (4) 

Méthode d'essai validée: méthode d'essai ayant fait l'objet d'études de validation visant à déterminer sa pertinence 
(notamment sa précision) et sa fiabilité à des fins spécifiques. Il importe de noter que les performances d'une 
méthode d'essai validée peuvent être insuffisantes en termes de précision et de fiabilité pour qu'elle soit jugée 
acceptable pour les besoins envisagés. 
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Non classé: produit chimique qui n'est pas classé comme irritant oculaire (catégorie 2 du SGH de l'ONU) ou 
comme pouvant provoquer des lésions oculaires graves (catégorie 1 du SGH de l'ONU). Interchangeable avec «Sans 
catégorie dans le SGH de l'ONU». 

Opacité cornéenne: mesure de l'étendue de l'opacité de la cornée après exposition à un produit chimique d'essai. 
L'augmentation de l'opacité cornéenne est un indicateur d'endommagement de la cornée. 

Poids de la preuve: prise en compte des atouts et des faiblesses de divers éléments d'information en vue d'aboutir 
à une conclusion concernant le danger potentiel d'un produit chimique et d'étayer cette conclusion. 

Précision: degré de conformité entre les résultats de la méthode d'essai et les valeurs de référence acceptées. Elle 
constitue une mesure de performance de la méthode d'essai et l'un de ses aspects de pertinence. Le terme est 
souvent utilisé indifféremment à la place du terme «concordance» pour qualifier la proportion de résultats corrects 
d'une méthode d'essai. 

Produit chimique: une substance ou un mélange 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai. 

Produit chimique étalon: produit chimique utilisé comme référence dans une comparaison avec un produit 
chimique d'essai. Un produit chimique étalon présente les propriétés suivantes: (i) source(s) régulière(s) et fiable(s); 
(ii) similitude structurale et fonctionnelle avec la catégorie des produits chimiques à tester; (iii) caractéristiques 
physiques et chimiques connues; (iv) données confirmant les effets connus; et (v) puissance connue dans l'intervalle 
de la réponse désirée. 

Rétention de fluorescéine: mesure subjective dans l'essai OPI de la quantité de fluorescéine sodique qui est 
retenue par les cellules épithéliales de la cornée après exposition à un produit chimique d'essai. Le degré de 
rétention de fluorescéine est un indicateur d'endommagement de la cornée. 

Sans catégorie dans le SGH de l'ONU: substances qui ne répondent pas aux critères de classification des 
catégories 1 ou 2 (2A ou 2B) du SGH de l'ONU. Interchangeable avec «Non classé». 

SGH [Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des Nations 
Unies (ONU)]: système proposant la classification des produits chimiques (substances et mélanges) conformément 
à des types et des niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communi
cation des éléments d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, 
mentions de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser des informations sur 
leurs effets indésirables dans le but de protéger les personnes (en particulier les employeurs, employés, 
transporteurs, consommateurs et personnels des services d'urgence) et l'environnement (4). 

Stratégie d'essais à plusieurs niveaux: démarche expérimentale séquentielle consistant à examiner toutes les 
informations existantes sur un produit chimique d'essai dans un ordre déterminé, en ayant recours à chaque étape à 
un processus d'analyse du poids de la preuve afin de déterminer si les informations disponibles sont suffisantes 
pour décider d'une classification dans une catégorie de danger, avant de passer à l'étape suivante. Si le potentiel 
d'irritation d'un produit chimique d'essai peut être déterminé sur la base des informations existantes, aucun essai 
supplémentaire n'est nécessaire. Dans le cas contraire, une procédure expérimentale progressive de type séquentiel 
sur des animaux est alors lancée jusqu'à ce qu'une classification sans équivoque puisse être effectuée. 

Substance: un élément chimique et ses composés à l'état naturel ou obtenus par un processus de fabrication, y 
compris tout additif nécessaire pour préserver la stabilité du produit et toute impureté résultant du processus mis 
en œuvre, mais à l'exclusion de tout solvant pouvant être séparé de la substance sans en affecter la stabilité ni 
modifier la composition (4). 

Taux de faux négatifs: proportion de produits chimiques positifs faussement identifiés comme négatifs par une 
méthode d'essai. Il s'agit d'un indicateur de performance de la méthode d'essai. 
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Taux de faux positifs: proportion des produits chimiques négatifs faussement identifiés comme positifs par une 
méthode d'essai. Il s'agit d'un indicateur de performance de la méthode d'essai. 

Témoin de solvant/véhicule: échantillon non traité contenant tous les composants d'un système d'essai, y 
compris le solvant ou véhicule utilisé pour tester les échantillons témoins traités ou non avec le produit chimique 
d'essai afin de déterminer une réponse de référence pour les échantillons traités avec le produit chimique d'essai 
dissoute dans le même solvant ou véhicule. Testé avec un témoin négatif concurrent, cet échantillon indique 
également si le solvant ou véhicule interagit avec le système d'essai. 

Témoin négatif: réplicat non traité contenant tous les composants d'un système d'essai. Cet échantillon subit les 
mêmes procédures que les échantillons traités avec le produit chimique d'essai et les autres échantillons témoins 
afin de déterminer si le solvant interagit avec le système d'essai. 

Témoin positif: réplicat contenant tous les composants d'un système d'essai et traité avec un produit chimique 
induisant notoirement une réponse positive. Pour permettre d'évaluer la variabilité de la réponse du témoin positif 
dans le temps, la gravité de la réaction ne doit pas être excessive. 

Tensioactif: aussi appelé agent tensioactif, il s'agit d'une substance, par exemple un détergent, capable de réduire la 
tension superficielle d'un liquide et de favoriser ainsi sa capacité à mousser ou à pénétrer les solides; il est aussi 
connu comme agent mouillant.   
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Appendice 2 

PRODUITS CHIMIQUES POUR L'ÉPREUVE DE COMPÉTENCE RELATIVE A LA MÉTHODE D'ESSAI 
OPI 

Avant d'utiliser en routine une méthode d'essai conforme à la présente méthode d'essai, les laboratoires démontrent 
leurs compétences techniques en déterminant correctement la catégorie de danger pour l'œil des 13 produits 
chimiques recommandés dans le tableau 1. Ces produits chimiques ont été sélectionnés de façon à représenter la 
gamme des réactions selon le danger qu'ils représentent pour l'œil, sur la base des résultats de l'essai in vivo sur œil 
de lapin (LD 405) et du SGH de l'ONU (c'est-à-dire les catégories 1, 2A, 2B ou «Sans catégorie») (4) (6). Les autres 
critères de sélection sont la disponibilité des substances dans le commerce, l'existence de données de référence in 
vivo de bonne qualité, et l'existence de données de bonne qualité issues de la méthode in vitro OPI constituent 
d'autres critères de sélection. Les données de référence sont disponibles dans le Récapitulatif simplifié (5) et dans les 
documents de l'ICCVAM (Background Review Documents) pour la méthode OPI (9). 

Tableau 1 

Produits chimiques recommandés pour démontrer les compétences techniques relatives à la méthode OPI 

Produit chimique No CAS Classe chimique (1) Forme 
physique 

Classification  
in vivo (2) 

Classification  
in vitro (3) 

Chlorure de benzal
konium (5 %) 

8001-54-5 Composé d'onium Liquide Catégorie 1 Catégorie 1 

Chlorhexidine 55-56-1 Amine, Amidine Solide Catégorie 1 Catégorie 1 

Acide dibenzoyl-L- 
tartrique 

2743-38-6 Acide carboxylique, 
Ester 

Solide Catégorie 1 Catégorie 1 

Imidazole 288-32-4 Hétérocyclique Solide Catégorie 1 Catégorie 1 

Acide trichloracé
tique (30 %) 

76-03-9 Acide carboxylique Liquide Catégorie 1 Catégorie 1 

Chlorure de 2,6-di
chlorobenzoyle 

4659-45-4 Halogénure d'acyle Liquide Catégorie 2A Aucune prédiction 
n'est possible (4) 

Nitrate d'ammo
nium 

6484-52-2 Sel inorganique Solide Catégorie 2A (5) Aucune prédiction 
n'est possible (4) 

Éthyle-2-acétoacé
tate de méthyle 

609-14-3 Cétone, Ester Liquide Catégorie 2B Aucune prédiction 
n'est possible (4) 

Diméthyl sulfoxide 67-68-5 Composé organo- 
sulfuré 

Liquide Sans catégorie Sans catégorie 

Glycérol 56-81-5 Alcool Liquide Sans catégorie Sans catégorie (li
mite) 
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Produit chimique No CAS Classe chimique (1) Forme 
physique 

Classification  
in vivo (2) 

Classification  
in vitro (3) 

Méthylcyclopentane 96-37-7 Hydrocarbure (cy
clique) 

Liquide Sans catégorie Sans catégorie 

n-Hexane 110-54-3 Hydrocarbure (acy
clique) 

Liquide Sans catégorie Sans catégorie 

Triacétine 102-76-1 Lipide Liquide Non classé Sans catégorie 

Abréviations: NoCAS = numéro d'enregistrement au Chemical Abstract Service 
(1)  Les classes de produits chimiques ont été attribuées à chaque produit chimique d'essai à l'aide d'un système de classification 

normalisé, fondé sur le système de classification du Medical Subject Headings (MeSH) de la Bibliothèque nationale de méde
cine des États-Unis (disponible à l'adresse: http//www.nlm.nih.gov/mesh) 

(2)  D'après les résultats de l'essai in vivo sur œil de lapin (Ligne directrice de l'OCDE no 405) et en utilisant le SGH (ONU) (4)(6). 
(3)  D'après les résultats obtenus avec la méthode OPI comme décrit au tableau 6. 
(4) Combinaison des scores OPI autres que ceux décrits au tableau 6 pour l'identification des produits ne relevant d'aucune caté

gorie du SGH ou relevant de la catégorie 1 du SGH (tableau 6). 
(5)  La classification dans les catégories 2A ou 2B dépend de l'interprétation des critères du SGH de l'ONU pour distinguer ces 

deux catégories, à savoir que l'on doit constater des effets chez 1 sur 3 ou 2 sur 3 animaux le septième jour pour classer le 
produit dans la catégorie 2A. L'étude in vivo est menée sur 3 animaux. Tous les effets sauf une rougeur conjonctivale chez un 
animal avaient disparu le septième jour ou avant. Le seul animal chez lequel la rougeur n'avait pas disparu le septième jour 
(score de 1) était pleinement rétabli le dixième jour.   

28.4.2017 L 112/107 Journal officiel de l'Union européenne FR     

http//www.nlm.nih.gov/mesh


(14) Dans la partie B, le chapitre B.49 est remplacé par le texte suivant: 

«B.49 Test du micronoyau in vitro sur cellules de mammifères 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 487 (2016) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Elle s'inscrit dans une série de méthodes d'essai de toxicologie génétique. Par ailleurs, un document de 
l'OCDE qui fournit des informations succintes sur les essais de génotoxicité et donne une vue d'ensemble des 
modifications récemment apportées à ces lignes directrices a été élaboré (1). 

Le test du micronoyau in vitro (MNvit) est un essai de génotoxicité consistant à mettre en évidence d'éventuels 
micronoyaux (MN) dans le cytoplasme de cellules en interphase. Les micronoyaux peuvent avoir pour origine des 
fragments de chromosomes acentriques (c'est-à-dire dépourvus de centromère) ou des chromosomes entiers 
incapables de migrer vers les pôles de la cellule au cours de l'anaphase. Par conséquent, l'essai MNvit est une 
méthode in vitro qui, grâce à sa capacité de mise en évidence d'agents aneugènes et clastogènes, constitue un outil 
de base complet pour l'étude in vitro du potentiel de lésions chromosomiques (2) (3) dans des cellules ayant 
effectué une mitose pendant ou après l'exposition au produit chimique d'essai (voir paragraphe 13 pour des 
informations plus détaillées). Contrairement aux aberrations chromosomiques observées dans les cellules en 
métaphase, qui ne sont pas forcément transmises, les micronoyaux sont des lésions transmises aux cellules-filles. 
Dans les deux cas, les changements peuvent être incompatibles avec la survie des cellules. 

La présente méthode d'essai autorise l'utilisation de protocoles incluant ou non la cytochalasine B (cytoB), un 
inhibiteur de polymérisation de l'actine. L'ajout de cytoB avant la mitose donne lieu à des cellules binucléées, ce qui 
permet l'identification et l'analyse des micronoyaux uniquement dans les cellules ayant effectué une mitose (4) (5). 
Cette méthode d'essai autorise également l'utilisation de protocoles ne mettant pas en jeu le blocage de la 
cytokinèse, à condition de pouvoir démontrer que la population cellulaire analysée a bien effectué une mitose. 

Outre qu'il permet d'identifier des produits chimiques induisant la formation de micronoyaux, le test MNvit, associé 
au marquage immunochimique des kinétochores ou à l'hybridation avec sondes centromériques/télomériques 
[hybridation fluorescente in situ (FISH)], peut apporter des informations supplémentaires sur les mécanismes à 
l'origine des lésions chromosomiques et de la formation de micronoyaux (6) (7) (8) (9) (10) (11) (12) (13) (14) (15) 
(16) (17). Ces procédures de marquage et d'hybridation peuvent être suivies lorsqu'une augmentation de la 
formation de micronoyaux est constatée et que l'investigateur souhaite déterminer si cette augmentation est le 
résultat d'événements clastogènes et/ou aneugènes. 

Dans la mesure où les micronoyaux présents dans les cellules en interphase peuvent être évalués de façon 
relativement objective, le personnel du laboratoire a seulement besoin de déterminer le nombre de cellules 
binucléées en cas d'utilisation de la cytoB ainsi que l'incidence des cellules micronucléées dans tous les cas. 
L'examen des lames peut donc être relativement rapide, et l'analyse peut être automatisée. Chaque traitement 
permettant l'examen non plus de centaines mais de milliers de cellules, la puissance de l'essai s'en trouve accrue. 
Enfin, étant donné que les micronoyaux peuvent être issus de chromosomes retardataires, l'essai peut permettre de 
détecter la présence d'agents inducteurs d'aneuploïdie, difficiles à étudier lors de tests d'aberration chromosomique 
classiques, tels que celui décrit dans le chapitre B.10 de la présente annexe (18). Toutefois, l'essai MNvit décrit dans 
la présente méthode d'essai ne permet pas de distinguer les produits chimiques modifiant le nombre de 
chromosomes et/ou la ploïdie de ceux induisant la clastogénicité sans avoir recours à des techniques spécifiques, 
telles que la méthode FISH citée au paragraphe 4. 

L'essai MNvit est fiable et peut s'appliquer à plusieurs types de cellules, en présence ou en l'absence de cytoB. La 
validité de l'essai MNvit est attestée par de nombreuses données, et ce avec l'utilisation de différentes lignées 
cellulaires (cultures de lignées cellulaires ou de cellules primaires) (19) (20) (21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) 
(29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36). Ces données proviennent notamment des études internationales de 
validation coordonnées par la Société française de toxicologie génétique (SFTG) (19) (20) (21) (22) (23) et des 
rapports de l'International Workshop on Genotoxicity Testing (5) (17). Les données disponibles ont en outre fait 
l'objet d'une nouvelle évaluation lors d'une étude de validation rétrospective fondée sur le poids de la preuve, 
réalisée par le Centre européen pour la validation de méthodes alternatives (ECVAM) de la Commission européenne 
(CE), et la méthode d'essai a été déclarée scientifiquement valable par le comité consultatif scientifique de l'ECVAM 
(ESAC) (37) (38) (39). 
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Le test de micronoyaux in vitro sur cellules de mammifères peut être pratiqué sur des cultures de lignées cellulaires 
ou des cultures de cellules primaires d'origine humaine ou de rongeurs. Dans la mesure où la fréquence des 
micronoyaux généralement constatée pour un type de cellule aura une influence sur la sensibilité de l'essai, il est 
recommandé d'utiliser des types de cellules pour lesquelles la fréquence habituelle de formation de micronoyaux est 
stable et définie. Les cellules employées sont choisies en fonction de leur capacité à bien se développer en culture, 
de la stabilité de leur caryotype (notamment leur nombre de chromosomes) et de la fréquence spontanée de 
micronoyaux (40). Les données disponibles à l'heure actuelle ne permettent pas d'émettre des recommandations 
fermes mais tendent à montrer qu'il importe de tenir compte, lors de l'évaluation des risques chimiques, du statut 
p53, de la stabilité génétique (caryotype), de la capacité de réparation de l'ADN et de l'origine (rongeurs ou 
humains) des cellules retenues pour l'essai. Les utilisateurs de la méthode d'essai sont donc invités à prendre en 
considération l'influence de ces caractéristiques cellulaires, et d'autres caractéristiques, sur les performances d'une 
lignée cellulaire quant à la détection de l'induction de micronoyaux, sachant que les connaissances évoluent dans ce 
domaine. 

Les définitions utilisées sont données à l'appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

À moins que les cellules utilisées ne soient dotées d'un métabolisme compatible avec les produits chimiques testés, 
les essais conduits in vitro requièrent généralement une source exogène d'activation métabolique. Or, les systèmes 
d'activation métabolique exogène sont incapables de reproduire parfaitement les conditions in vivo. On prendra 
soin d'éviter les conditions susceptibles de conduire à de faux résultats positifs ne reflétant pas la génotoxicité des 
produits chimiques d'essai. Ces conditions peuvent être une modification du pH (41) (42) (43) ou de l'osmolalité, 
une interaction avec le milieu de culture cellulaire (44) (45) ou une cytotoxicité excessive (voir paragraphe 29). 

Afin que l'analyse de l'induction de micronoyaux soit valable, il est essentiel que la mitose se soit produite aussi 
bien dans les cultures traitées et que dans les cultures non traitées. Pour que son intérêt soit maximal, l'examen des 
micronoyaux est effectué dans les cellules ayant achevé une mitose durant ou après l'application du produit 
chimique d'essai. Pour les nanomatériaux manufacturés, il est nécessaire d'apporter certaines adaptations spécifiques 
à la présente méthode d'essai, mais ces adaptations ne sont pas décrites dans le présent document. 

Avant d'utiliser la méthode d'essai sur un mélange pour générer des données avec pour objectif recherché l'appli
cation réglementaire, on considérera si, et si oui pourquoi, elle peut fournir des résultats adéquats dans cet objectif. 
De telles considérations ne sont pas nécessaires quand les exigences réglementaires stipulent que le mélange doit 
être testé. 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

Des cultures cellulaires d'origine humaine ou provenant d'autres mammifères sont exposées au produit chimique 
d'essai, en présence et en l'absence d'une source exogène d'activation métabolique, à moins que les cellules utilisées 
ne soient dotées de capacités métaboliques idoines (voir paragraphe 19). 

Durant ou après l'exposition au produit chimique d'essai, les cellules sont mises en culture pendant une période 
suffisante pour que la lésion chromosomique ou d'autres effets sur le cycle cellulaire / la division cellulaire 
conduisent à la formation de micronoyaux dans les cellules en interphase. Le produit chimique d'essai est 
normalement présent au cours de la mitose pour qu'il y ait induction d'une aneuploïdie. Les cellules récoltées en 
interphase sont teintées et soumises à analyse en vue de la détection de micronoyaux. En principe, l'examen des 
micronoyaux ne devrait être réalisé que dans les cellules ayant effectué une mitose durant l'exposition au produit 
chimique d'essai, ou pendant la période qui suit le traitement, si l'essai la prévoit. Dans les cultures ayant été 
exposées à un agent de blocage de la cytokinèse, il suffit de procéder à l'examen des cellules binucléées. En 
l'absence d'agent de blocage de la cytokinèse, il importe de démontrer que les cellules analysées ont selon toute 
vraisemblance subi une mitose, d'après l'augmentation de la population cellulaire, pendant ou après l'exposition au 
produit chimique d'essai. Pour tous les protocoles, il convient de démontrer qu'une prolifération cellulaire a eu lieu 
tant dans les cultures témoins que dans les cultures traitées. Le degré de cytotoxicité ou de cytostase induit par le 
produit chimique d'essai est évalué pour toutes les cultures dans lesquelles est réalisé l'examen des micronoyaux. 
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DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Cellules 

Il est possible d'utiliser des cultures primaires de lymphocytes du sang périphérique humain ou d'autres 
mammifères (7) (20) (46) (47) et plusieurs lignées cellulaires issues de rongeurs telles que CHO, V79, CHL/IU, ainsi 
que les cellules L5178Y ou des lignées cellulaires humaines telles que les TK6 (19) (20) (21) (22) (23) (26) (27) (28) 
(29) (31) (33) (34) (35) (36) (voir paragraphe 6). D'autres lignées cellulaires telles que HT29 (48), Caco-2 (49), 
HepaRG (50) (51), HepG2 (52) (53), A549 et les cellules embryonnaires primaires de hamster doré (54) ont été 
utilisées pour des tests du micronoyau, mais elles n'ont pas encore été validées complètement. Par conséquent, le 
recours à ces types de lignées cellulaires doit être justifié via la démonstration de leur performance pour l'essai, 
ainsi qu'il est indiqué dans la section sur les critères d'acceptabilité. La CytoB est réputée pouvoir influer sur la 
croissance des cellules L5178Y et n'est donc pas recommandée avec cette lignée cellulaire (23). En cas d'utilisation 
de cellules primaires, pour des raisons relatives au bien-être des animaux, il conviendra d'envisager, lorsque cela est 
possible, le recours à des cellules d'origine humaine, prélevées dans le respect des principes éthiques et de la 
réglementation en la matière. 

Les lymphocytes du sang périphérique humain utilisés sont issus de sujets jeunes (âgés de 18 à 35 ans environ), 
non fumeurs, ne souffrant d'aucune maladie connue et n'ayant pas été exposés récemment à des niveaux d'agents 
génotoxiques (produits chimiques, rayonnements ionisants, par exemple) susceptibles d'augmenter l'incidence de 
fond des cellules micronucléées, ceci afin de garantir que cette incidence soit faible et homogène. L'incidence des 
cellules micronucléées augmente avec l'âge, et cette tendance est plus marquée chez la femme que chez l'homme 
(55). Si des cellules issues de plusieurs donneurs sont mises en commun, le nombre des donneurs est précisé. Il est 
nécessaire de démontrer que les cellules se sont divisées entre le moment où elles ont été traitées avec le produit 
chimique d'essai et leur prélèvement. Les cultures cellulaires sont maintenues dans une phase de croissance 
exponentielle (lignées cellulaires) ou encouragées à se diviser (cultures primaires de lymphocytes) en vue de 
l'exposition des cellules à différents stades du cycle cellulaire, étant donné que la sensibilité des phases cellulaires 
aux produits chimiques d'essai peut ne pas être connue. En général, les cellules primaires dont la division doit être 
stimulée par des agents mitogènes ne sont plus synchronisées lors de leur exposition au produit chimique d'essai 
(les lymphocytes humains après une stimulation mitogène de 48 heures, par exemple). L'utilisation de cellules 
synchronisées pendant le traitement avec le produit chimique d'essai n'est pas recommandée, mais peut être 
acceptable si elle est justifiée. 

Milieu et conditions de culture 

Il convient d'utiliser un milieu de croissance et des conditions d'incubation (récipients de culture, atmosphère 
humidifiée à 5 % de CO2 si nécessaire, température de 37°C) appropriées pour les cultures. La stabilité du 
caryotype (mode du nombre de chromosomes) et l'absence de contamination par des mycoplasmes sont vérifiées 
régulièrement dans les lignées cellulaires, et les cellules sont écartées si une contamination ou une modification du 
caryotype est constatée. La durée normale du cycle cellulaire des lignées ou des cultures primaires utilisées dans le 
laboratoire d'essai doit être établie et doit correspondre aux caractéristiques cellulaires publiées. 

Préparation des cultures 

Lignées cellulaires: les cellules sont multipliées à partir de cultures mères, placées dans un milieu de culture à une 
densité telle que les cellules en suspension ou en monocouche poursuivront leur croissance de manière exponen
tielle jusqu'au moment de la récolte (il convient par exemple d'éviter que les cellules qui se multiplient en 
monocouche arrivent à confluence). 
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Lymphocytes: un sang total traité avec un anticoagulant (héparine, par exemple) ou des lymphocytes isolés sont 
mis en culture (pendant 48 heures pour les lymphocytes humains, par exemple) en présence d'un mitogène 
[phytohémagglutinine (PHA) pour les lymphocytes humains, par exemple] afin d'induire une division cellulaire 
avant l'exposition au produit chimique d'essai et à la cytoB. 

Activation métabolique 

Le recours à un système d'activation métabolique exogène est nécessaire en cas d'utilisation de cellules dotées d'une 
capacité métabolique endogène inadéquate. Le système le plus couramment utilisé, recommandé par défaut, à 
moins qu'un autre système soit justifié, est une fraction post-mitochondriale enrichie en cofacteur (S9), préparée à 
partir de foies de rongeurs (généralement des rats) traités avec des inducteurs enzymatiques comme l'Aroclor 1254 
(56) (57) ou un mélange de phénobarbital et de ß-naphthoflavone (58) (59) (60). L'utilisation de ce mélange n'est 
pas contraire à la Convention de Stockholm sur les polluants organiques persistants (61) et s'est révélée aussi 
efficace que celle de l'Aroclor 1254 pour l'induction d'oxydases à fonction mixte (58) (59) (60). La fraction S9 est 
généralement utilisée à une concentration comprise entre 1 et 2 % v/v mais peut être portée à 10 % v/v dans le 
milieu d'essai final. Pendant le traitement, on évitera d'utiliser des produits entraînant une réduction de l'indice 
mitotique, en particulier des complexants du calcium (62). Le choix du type et de la concentration du système 
d'activation métabolique exogène ou de l'inducteur métabolique utilisé pourra dépendre de la classe des produits 
chimiques à tester. 

Préparation du produit chimique d'essai 

Les produits chimiques solides à tester sont préparés dans un solvant approprié puis, le cas échéant, dilués avant 
application. Les produits chimiques liquides peuvent être ajoutés directement ou après dilution au système d'essai. 
Les produits chimiques gazeux ou volatils nécessitent une modification appropriée des protocoles standards, par 
exemple l'utilisation de récipients hermétiquement clos (63) (64) (65). Il convient de préparer les produits 
chimiques d'essai juste avant le traitement, à moins que les données concernant la stabilité ne démontrent qu'ils 
peuvent être stockés. 

Conditions de l'essai 

Solvants 

Le solvant doit être choisi de manière à optimiser la solubilité des produits chimiques d'essai, sans engendrer 
d'effets néfastes sur la conduite de l'essai, et notamment sans modifier la croissance cellulaire, nuire à l'intégrité du 
produit chimique d'essai, réagir avec les récipients de culture ou détériorer le système d'activation métabolique. On 
recommande d'envisager d'abord l'utilisation d'un solvant (ou milieu de culture) aqueux chaque fois que c'est 
possible. L'eau et le diméthylsulfoxyde (DMSO) sont des solvants couramment utilisés. En règle générale, les 
solvants organiques ne doivent pas dépasser 1 % v/v. Si la cytoB est dissoute dans du DMSO, la quantité totale de 
solvant organique utilisée à la fois pour le produit chimique d'essai et pour la cytoB ne doit pas dépasser 1 % (v/v); 
sinon, on aura recours à des témoins non traités afin de vérifier que le pourcentage de solvant organique n'a pas 
d'effet néfaste. Les solvants aqueux (solution saline ou eau) ne doivent pas dépasser 10 % (v/v) dans le milieu de 
traitement final. L'emploi d'un solvant inhabituel (éthanol ou acétone, par exemple) doit être justifié par des 
données faisant état de sa compatibilité avec le produit chimique d'essai et le système d'essai, ainsi que de son 
absence de génotoxicité aux concentrations utilisées. En l'absence de telles données, il est important d'inclure dans 
l'essai des témoins non traités (voir appendice 1) ainsi que des témoins de solvant afin de démontrer que le solvant 
choisi n'entraîne pas d'effets délétères ou chromosomiques (aneuploïdie ou clastogénicité, par exemple). 
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Utilisation de la cytoB comme agent de blocage de la cytokinèse 

Il est essentiel, pour garantir l'efficacité du test MNvit, que les cellules sur lesquelles est réalisé l'examen aient bien 
effectué une mitose durant le traitement ou pendant la période d'incubation qui suit le traitement, le cas échéant. 
L'examen des micronoyaux doit donc être limité aux cellules ayant effectué une mitose pendant ou après le 
traitement. La cytoB est l'agent le plus couramment utilisé pour bloquer la cytokinèse, car elle inhibe l'assemblage 
de l'actine, empêchant la séparation des cellules-filles après la mitose, d'où la formation de cellules binucléées (6) 
(66) (67). L'effet du produit chimique d'essai sur la cinétique de prolifération cellulaire peut être mesuré de façon 
concomitante, en cas de recours à la cytoB. L'usage de cytoB comme agent de blocage de la cytokinèse est indiqué 
lors de l'utilisation de lymphocytes humains, car la durée du cycle cellulaire est variable selon les donneurs et parce 
que tous les lymphocytes ne réagissent pas à la stimulation par la PHA. La cytoB n'est pas obligatoire pour les 
autres types de cellules s'il peut être établi que ces cellules ont subi une division tel que décrit au paragraphe 27. En 
outre, la cytoB n'est généralement pas utilisée lorsque la formation de micronoyaux dans les échantillons est 
évaluée par le biais de la cytométrie en flux. 

Pour chaque type de cellule, le laboratoire détermine la concentration de cytoB permettant d'obtenir la fréquence 
optimale de cellules binucléées dans les cultures témoins de solvant, et démontre qu'elle produit suffisamment de 
cellules binucléées pour que l'on puisse procéder à une analyse. La concentration appropriée de cytoB se situe 
habituellement entre 3 et 6 µg/ml (19). 

Mesure de la prolifération et de la cytotoxicité cellulaires et choix des concentrations d'essai 

Lors de la détermination de la plus forte concentration du produit chimique d'essai, on évitera les concentrations 
susceptibles de produire de fausses réponses positives, notamment celles qui engendrent une cytotoxicité excessive 
(voir paragraphe 29), une précipitation dans le milieu de culture (voir paragraphe 30) ou une modification 
marquée du pH ou de l'osmolalité (voir paragraphe 9). Si le produit chimique d'essai provoque une modification 
marquée du pH du milieu au moment de son ajout, il est possible d'ajuster le pH par tamponnage du milieu de 
traitement final de manière à éviter les faux résultats positifs et à maintenir des conditions de culture appropriées. 

Des mesures de la prolifération cellulaire sont effectuées pour s'assurer qu'un nombre suffisant de cellules traitées 
a effectué une mitose pendant l'essai et que les applications sont réalisées à des niveaux de cytotoxicité appropriés 
(voir paragraphe 29). La cytotoxicité doit être mesurée lors de l'expérience principale avec et sans activation 
métabolique, au moyen d'un indicateur pertinent de mort et de croissance cellulaires (voir paragraphes 26 et 27). 
Un essai préliminaire visant à évaluer la cytotoxicité peut s'avérer utile pour mieux cerner les concentrations à 
utiliser dans l'essai principal, mais il n'est pas obligatoire. S'il est réalisé, il ne doit pas remplacer la mesure de 
cytotoxicité effectuée dans le cadre de l'expérience principale. 

L'application de cytoB sur les cultures et la mesure des fréquences relatives de cellules mononucléées, binucléées et 
multinucléées dans chaque culture offrent un moyen précis de quantifier l'effet d'un traitement sur la prolifération 
cellulaire et l'activité cytotoxique ou cytostatique (6) et de s'assurer que seules les cellules ayant effectué une mitose 
pendant ou après l'application sont observées au microscope. Il est conseillé de mesurer l'indice de prolifération des 
cellules dont la division cytoplasmique a été bloquée (cytokinesis-block proliferation index, CBPI) (6) (27) (68) ou 
l'indice de réplication (Replication Index, RI) à partir d'au moins 500 cellules par culture (voir les formules à 
l'appendice 2) pour estimer l'activité cytotoxique et cytostatique d'un traitement en comparant les valeurs obtenues 
pour les cultures traitées et les cultures témoins. L'évaluation d'autres indicateurs de cytotoxicité (intégrité cellulaire, 
apoptose, nécrose, numération des cellules en métaphase, cycle cellulaire, etc.) peut fournir des informations utiles 
mais ne doit pas remplacer le CBPI ou le RI. 
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Dans les études sans cytoB, il est nécessaire de démontrer que les cellules mises en culture se sont divisées, de sorte 
qu'une proportion importante des cellules examinées aient effectué une division cellulaire durant ou après 
l'exposition au produit chimique d'essai, faute de quoi on risque de produire de fausses réponses négatives. La 
mesure du doublement relatif de la population (Relative Population Doubling, RPD) ou de l'augmentation relative 
du nombre de cellules (Relative increase in cell count, RICC) est recommandée pour évaluer l'activité cytotoxique et 
cytostatique d'un traitement (17) (68) (69) (70) (71) (voir formules à l'appendice 2). Lorsque les prélèvements 
s'étalent sur une longue durée (par exemple, lorsque la durée du traitement équivaut à 1,5 à 2 fois la durée normale 
du cycle cellulaire et que la récolte a lieu à l'issue d'une durée équivalente après le traitement, ce qui engendre des 
moments d'échantillonnage allant au-delà de 3 à 4 fois la durée normale du cycle cellulaire au total (voir 
paragraphes 38 et 39), il se peut que le RPD sous-estime la cytotoxicité (71). Dans ces circonstances, la RICC 
pourrait constituer une meilleure mesure, mais l'évaluation de la cytotoxicité après une durée équivalente à 1,5 à 2 
fois la durée normale du cycle cellulaire fournit néanmoins une estimation précieuse. L'évaluation d'autres 
marqueurs de cytotoxicité ou de cytostase (intégrité cellulaire, apoptose, nécrose, numération des cellules en 
métaphase, indice de prolifération, cycle cellulaire, ponts nucléoplasmiques ou bourgeons nucléaires, etc.) peut 
fournir d'autres informations utiles mais ne doit pas remplacer le RPD ni la RICC. 

Il convient d'évaluer au moins trois concentrations d'essai (sans compter les témoins positifs et les témoins de 
solvant) remplissant les critères d'acceptabilité (cytotoxicité appropriée, nombre de cellules, etc.). Quel que soit le 
type de cellules (lignées cellulaires ou cultures primaires de lymphocytes), chacune des cultures réalisées en un seul 
ou plusieurs exemplaires peut être utilisée pour chaque concentration d'essai. Alors que l'utilisation de cultures en 
double exemplaires est recommandée, l'utilisation de cultures en exemplaire unique est aussi acceptée à condition 
que le nombre total de cellules analysées par concentration reste identique qu'il s'agisse de cultures uniques ou de 
répliques. L'utilisation de cultures uniques est pertinent en particulier lorsque quand on évalue plus de 3 concen
trations (voir paragraphes 44-45). Les résultats obtenus pour chacune des répliques (cultures réalisées en plusieurs 
exemplaires) à une concentration donnée peuvent être regroupés pour l'analyse des données. Pour les produits 
chimiques dont la cytotoxicité est faible ou nulle, des niveaux de concentration séparés par un facteur de 2 à 3 
environ conviendront généralement. En cas de cytotoxicité, les concentrations d'essai retenues doivent couvrir une 
plage englobant la concentration produisant une cytotoxicité telle que décrite au paragraphe 29 et les concen
trations pour lesquelles une cytotoxicité modérée, faible ou nulle est observée. De nombreux produits chimiques 
d'essai présentent des courbes de concentration-réponse à forte pente et, pour obtenir des données dans le cadre 
d'une cytotoxicité faible et modérée ou étudier la relation dose-réponse en détail, il faudra donc utiliser des concen
trations plus rapprochées et/ou plus de trois concentrations (cultures uniques ou répliques), notamment dans les 
cas où il est nécessaire de répéter l'expérience (voir paragraphe 60). 

Si la concentration maximale est basée sur la cytotoxicité, la concentration la plus forte doit viser une cytotoxicité 
de 55 ± 5 % selon les paramètres de cytotoxicité recommandés (à savoir une réduction de la RICC et du RPD pour 
les lignées cellulaires sans cytoB et une réduction du CBPI et de l'indice de réplication quand la cytoB est utilisée à 
45 ± 5 % du témoin négatif concomitant) (72). Les résultats positifs présents uniquement dans la tranche la plus 
haute de la plage de cytotoxicité 55 ± 5 % doivent être interprétés avec prudence (71). 

Pour les produits chimiques d'essai peu solubles qui ne sont pas cytotoxiques à des concentrations inférieures à la 
concentration insoluble la plus faible, la plus forte concentration analysée doit produire une turbidité ou un 
précipité visible à l'œil nu ou à l'aide d'un microscope inversé à la fin du traitement avec le produit chimique 
d'essai. Même si une cytotoxicité intervient au-delà de la concentration insoluble la plus faible, il est recommandé 
de tester une seule concentration produisant une turbidité ou un précipité visible, car de fausses réponses 
pourraient découler de ce précipité. A la concentration produisant un précipité, il convient de s'assurer que ce 
dernier n'interfère pas avec la conduite de l'essai (coloration ou analyse, par exemple). Il peut être utile de 
déterminer la solubilité dans le milieu de culture préalablement à l'essai. 

Si aucun précipité ou aucune cytotoxicité limitante ne sont observés, la concentration d'essai maximale doit 
correspondre à la plus basse parmi 10 mM, 2 mg/ml ou 2 µl/ml (73) (74) (75). Lorsque la composition du produit 
chimique d'essai n'est pas définie, par exemple dans le cas d'une substance de composition inconnue ou variable, de 
produits de réaction complexes ou de matériels biologiques (UVCB) (76), de produits extraits de l'environnement, 
etc., il peut être nécessaire d'augmenter la concentration maximale (5 mg/ml par exemple), en l'absence de 
cytotoxicité suffisante, afin d'accroître la concentration de chacun des composants. Il convient toutefois de noter 
que ces exigences peuvent être différentes pour les produits pharmaceutiques à usage humain (93). 
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Témoins 

Des témoins négatifs concomitants (voir paragraphe 21), constitués uniquement du solvant dans le milieu de 
traitement et testés de la même façon que les cultures traitées, doivent être inclus à tous les moments de récolte. 

Des témoins positifs concomitants sont nécessaires pour démontrer la capacité du laboratoire à identifier les 
clastogènes et les aneugènes dans les conditions du protocole d'essai utilisé, ainsi que l'efficacité du système 
d'activation métabolique exogène, le cas échéant. Des exemples de témoins positifs figurent dans le tableau 1 ci- 
dessous. D'autres produits chimiques peuvent être utilisés comme témoins positifs, si cela est justifié. 

À l'heure actuelle, aucun aneugène connu ne nécessite une activation métabolique pour présenter une activité 
génotoxique (17). Étant donné que les essais in vitro de génotoxicité sur cellules de mammifères sont suffisamment 
normalisés en ce qui concerne les traitements parallèles de courte durée effectués avec et sans activation 
métabolique pendant la même durée de traitement, l'utilisation de témoins positifs peut être limitée à un clastogène 
nécessitant une activation métabolique. Dans ce cas, une seule réponse clastogène dans un témoin positif 
démontrera à la fois l'activité du système d'activation métabolique et la réactivité du système d'essai. Toutefois, un 
traitement de longue durée (sans S9) doit disposer de son propre témoin positif, étant donné que la durée du 
traitement sera différente de celle de l'essai ayant recours à une activation métabolique. Si un clastogène est 
sélectionné comme témoin positif unique pour le traitement de courte durée avec et sans activation métabolique, 
un aneugène devra être sélectionné pour le traitement de longue durée sans activation métabolique. Les témoins 
positifs tant pour la clastogénicité que pour l'aneugénicité sont utilisés pour des cellules métaboliquement 
compétentes ne nécessitant pas de préparation S9. 

Chaque témoin positif doit être utilisé à une ou plusieurs concentrations devant normalement donner lieu à une 
augmentation reproductible et détectable par rapport à la valeur de fond afin de démontrer la sensibilité du 
système d'essai (c'est-à-dire que les effets sont nets mais que l'identité des lames codées n'est pas évidente pour 
l'examinateur), et la réponse ne doit pas être compromise par une cytotoxicité supérieure aux limites fixées dans la 
présente méthode d'essai. 

Tableau 1 

Produits chimiques de référence recommandés pour la vérification des compétences du laboratoire et 
pour la sélection des témoins positifs 

Catégorie Produit chimique Numéro CAS 

1. Clastogènes actifs sans activation métabolique  

Méthanesulfonate de méthyle 66-27-3  

Mitomycine C 50-07-7  

Oxyde de nitro-4-quinoléine 56-57-5  

Cytosine arabinoside 147-94-4 

2. Clastogènes nécessitant une activation métabolique  

Benzo(a)pyrène 50-32-8  

Cyclophosphamide 50-18-0 
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Catégorie Produit chimique Numéro CAS 

3. Aneugènes  

Colchicine 64-86-8  

Vinblastine 143-67-9  

MODE OPÉRATOIRE 

Déroulement du traitement 

Afin d'augmenter au maximum la probabilité de détecter une action aneugène ou clastogène à un stade précis du 
cycle cellulaire, il importe qu'un nombre suffisant de cellules représentant la totalité des stades de leur cycle 
cellulaire soit traité avec le produit chimique d'essai. Toutes les applications débutent et s'achèvent pendant la phase 
de croissance exponentielle des cellules, et les cellules poursuivent leur croissance jusqu'au moment de l'échantil
lonnage. Le déroulement du traitement pour les lignées cellulaires et les cultures de cellules primaires peut donc 
différer quelque peu de celui appliqué pour les lymphocytes qui nécessitent une stimulation mitogène pour débuter 
leur cycle cellulaire (17). En ce qui concerne les lymphocytes, l'approche la plus efficace consiste à commencer le 
traitement avec le produit chimique d'essai 44 à 48 heures après la stimulation par la PHA, au moment où les 
cellules se divisent de manière asynchrone (6). 

Les données publiées (19) indiquent que la plupart des aneugènes et clastogènes sont détectés à l'issue d'une 
application de courte durée, comprise entre 3 et 6 heures, en présence et en l'absence de préparation S9, suivie du 
retrait du produit chimique d'essai et d'une période de croissance équivalente à 1.5 à 2.0 fois la durée normale du 
cycle cellulaire (7). 

Toutefois, pour une évaluation complète, laquelle serait nécessaire pour conclure à un résultat négatif, les trois 
conditions expérimentales suivantes doivent être respectées pour un traitement de courte durée avec et sans 
activation métabolique et pour un traitement de longue durée sans activation métabolique (voir paragraphes 56, 57 
et 58): 

—  Les cellules sont exposées au produit chimique d'essai sans activation métabolique pendant 3 à 6 heures puis 
sont prélevées à l'issue d'une période équivalente à 1.5 à 2.0 fois la durée normale du cycle cellulaire après le 
début du traitement (19), 

—  Les cellules sont exposées au produit chimique d'essai avec activation métabolique pendant 3 à 6 heures puis 
sont prélevées à l'issue d'une période équivalente à 1.5 à 2.0 fois la durée normale du cycle cellulaire après le 
début du traitement (19), 

—  Les cellules sont exposées en continu sans activation métabolique jusqu'au moment du prélèvement à l'issue 
d'une période équivalente à 1.5 à 2.0 fois la durée normale du cycle cellulaire. 

Si l'une de ces conditions expérimentales entraîne une réponse positive, il n'est pas forcément nécessaire d'étudier 
les autres régimes de traitement. 

S'il est connu ou supposé que le produit chimique d'essai affecte la durée du cycle cellulaire (par exemple si l'essai 
porte sur des analogues de nucléosides), notamment en ce qui concerne les cellules compétentes en p53 (35) (36) 
(77), les périodes d'échantillonnage et de récupération peuvent être prolongées d'une durée équivalente à 1,5 à 2,0 
fois la durée normale du cycle cellulaire (soit au total 3,0 — 4,0 cycles cellulaires après le début des traitements de 
courte durée et de longue durée). Ces différents choix sont à faire en fonction des craintes d'interaction entre le 
produit chimique d'essai et la cytoB. En cas de recours à des périodes d'échantillonnage étendues (soit une durée de 
mise en culture équivalente au total à 3,0 — 4,0 cycles cellulaires), il faut veiller à ce que les cellules se divisent 
toujours activement. En ce qui concerne les lymphocytes, par exemple, la croissance exponentielle peut diminuer à 
partir de 96 heures après la stimulation et les cultures cellulaires monocouches peuvent devenir confluentes. 
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Les déroulements proposés pour le traitement des cellules sont résumés dans le tableau 2. Ces déroulements de 
traitement généraux peuvent être modifiés (et doivent être justifiés) en fonction de la stabilité et de la réactivité du 
produit chimique d'essai, ou des caractéristiques de croissance des cellules utilisées. 

Tableau 2 

Traitement des cellules et temps de récolte pour le test MNvit 

Lymphocytes, cellules primaires 
et lignées cellulaires traités avec 
application de cytoB 

(avec S9) 
Traitement de courte durée 

Traiter pendant 3 à 6 heures en présence de S9; 
éliminer la préparation S9 et le milieu de traite
ment; 
ajouter du milieu frais et de la cytoB; 
récolter à l'issue de 1.5 — 2.0 fois la durée nor
male du cycle cellulaire après le début du traite
ment. 

(sans S9) 
Traitement de courte durée 

Traiter pendant 3 à 6 heures; 
éliminer le milieu de traitement; 
ajouter du milieu frais et de la cytoB; 
récolter à l'issue de 1.5 — 2.0 fois la durée nor
male du cycle cellulaire après le début du traite
ment. 

(sans S9) 
Traitement prolongé 

Traiter pendant 1.5 — 2 fois la durée normale du 
cycle cellulaire en présence de cytoB; 
récolter à la fin de la période de traitement. 

Lignées cellulaires traitées sans application de cytoB 
(Mode de traitement identique à celui décrit ci-dessus, sauf que l'on n'ajoute pas de cytoB)  

Il est possible que les cultures monocouches présentent des cellules mitotiques (reconnaissables à leur forme ronde 
et se détachant de la surface) à l'issue du traitement de 3 à 6 heures. Ces cellules se détachant facilement de la 
culture, elles risquent d'être emportées lors de l'élimination du milieu contenant le produit chimique d'essai. Si l'on 
constate une augmentation substantielle du nombre de cellules mitotiques par rapport aux témoins, ce qui 
indiquerait l'arrêt probable de la mitose, les cellules doivent être récoltées par centrifugation puis réintroduites dans 
les cultures, afin d'éviter de perdre les cellules en phase de mitose, et présentant un risque de micronoyaux / 
d'aberration chromosomique, au moment de la récolte. 

Récolte des cellules et préparation des lames 

Chaque culture doit faire l'objet d'une récolte et d'un traitement séparés. La préparation des cellules peut comporter 
un traitement hypotonique, mais cette étape n'est pas indispensable si les cellules sont correctement étalées d'une 
autre façon. Différentes techniques peuvent être employées pour la préparation des lames, à condition que les 
préparations cellulaires obtenues pour l'examen soient de très bonne qualité. On retiendra les cellules dotées d'une 
membrane intacte et d'un cytoplasme intact pour permettre la détection d'éventuels micronoyaux et (dans la 
méthode du blocage de la cytokinèse) le repérage fiable des cellules binucléées. 
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Les lames peuvent être colorées par différentes méthodes, au Giemsa ou à l'aide de colorants fluorescents 
spécifiques de l'ADN, par exemple. Le recours à des 'utilisation de colorants fluorescents appropriés [par exemple, 
l'acridine orange (78) ou l'Hoechst 33258 avec la pyronine-Y (79)] permet d'éliminer une partie des artefacts 
associés avec l'utilisation d'un colorant non spécifique de l'ADN. Les anticorps anti-kinétochore, la méthode FISH 
associée à des sondes ADN pancentromériques ou encore le marquage in situ par amorçage à l'aide d'amorces 
pancentromériques, avec un colorant de contraste de l'ADN approprié, peuvent être utilisés pour identifier le 
contenu des micronoyaux (les chromosomes entiers seront colorés tandis que les fragments de chromosomes 
acentriques ne le seront pas) si les informations d'ordre mécanistique concernant leur formation présentent de 
l'intérêt (16) (17). D'autres méthodes de discrimination des effets clastogènes et aneugènes peuvent être utilisées, à 
condition que leur efficacité ait été prouvée et validée. Ainsi, pour certaines lignées cellulaires, la mesure des 
noyaux sub-2N en tant qu'événements hypodiploïdes à l'aide de techniques telles que l'analyse d'images, la 
cytométrie à balayage laser ou la cytométrie en flux pourrait également fournir des informations utiles (80) (81) 
(82). Les observations morphologiques des noyaux pourraient aussi donner des indications sur une aneuploïdie 
éventuelle. De plus, un essai d'aberrations chromosomiques dans les cellules en métaphase, portant de préférence 
sur le même type de cellules et suivant un protocole d'une sensibilité comparable, pourrait également se révéler 
utile pour déterminer si les micronoyaux sont dus à une cassure chromosomique (sachant qu'une perte chromo
somique ne serait pas détectée au cours de l'essai d'aberration chromosomique). 

Analyse 

Toutes les lames, y compris celles des témoins de solvant et des témoins non traités (s'il y en a) et positifs, doivent 
être codées indépendamment avant l'analyse au microscope des fréquences de micronoyaux. Il convient d'employer 
des techniques appropriées pour contrôler les biais ou dérives en cas d'utilisation d'un système d'analyse 
automatique tel que la cytométrie en flux, la cytométrie à balayage laser ou l'analyse d'images. Quelle que soit la 
plate-forme automatisée utilisée pour examiner les micronoyaux, le CBPI, le RI, le RPD et la RICC doivent être 
évalués simultanément. 

Dans les cultures traitées à la cytoB, la fréquence des micronoyaux est analysée dans un minimum de 2 000 
cellules binucléées par concentration et par témoin (83), réparties équitablement entre les répliques, lorsque les 
cultures ont été réalisées en plusieurs exemplaires ou répliques. Lorsque des cultures en un seul exemplaire sont 
utilisées pour chaque concentration (voir paragraphe 28), il y a lieu d'examiner au moins 2 000 cellules binucléées 
par culture (83). Si le nombre de cellules binucléées disponibles pour l'examen de chaque concentration est 
largement inférieur à 1 000 par culture (pour les cultures dupliquées) ou à 2 000 (pour une culture en un seul 
exemplaire), et si aucune augmentation significative du nombre de micronoyaux n'est détectée, l'essai devra être 
renouvelé sur un nombre plus important de cellules, ou à des concentrations moins cytotoxiques, suivant la 
situation. Il convient également de veiller à ne pas examiner les cellules binucléées ayant une forme irrégulière ou 
dont les deux noyaux présentent une différence de taille trop importante. En outre, les cellules binucléées ne 
doivent pas être confondues avec des cellules multinucléées mal étalées. Les cellules possédant plus de deux noyaux 
principaux ne sont pas analysées, car la fréquence de référence des micronoyaux est susceptible d'être plus élevée 
dans ce type de cellules (84). L'examen des cellules mononucléées peut être envisagé s'il s'avère que le produit 
chimique d'essai interfère avec l'action de la cytoB. Dans ce cas, il peut se révéler utile de répéter l'essai sans cytoB. 
L'examen des cellules mononuclées outre celui des cellules binucléées pourrait fournir des informations utiles (85) 
(86), mais n'est pas obligatoire. 

En ce qui concerne les lignées cellulaires, lorsque l'essai est réalisé sans cytoB, l'examen des micronoyaux doit 
porter sur un minimum de 2 000 cellules par concentration d'essai (83) et par témoin, réparties équitablement 
entre les répliques, lorsque les cultures ont été réalisées en plusieurs exemplaires. Lorsque des cultures en un seul 
exemplaire sont utilisées pour chaque concentration (voir paragraphe 28), il y a lieu d'examiner au moins 2 000 
cellules binucléées par culture. Si le nombre de cellules binucléées disponibles pour l'examen de chaque concen
tration est largement inférieur à 1 000 par culture (pour les cultures dupliquées) ou à 2 000 (pour une culture en 
un seul exemplaire), et si aucune augmentation significative du nombre de micronoyaux n'est détectée, l'essai devra 
être renouvelé sur un nombre plus important de cellules, ou à des concentrations moins cytotoxiques, suivant la 
situation. 

Lorsque l'essai est réalisé en présence de cytoB, il convient de déterminer un CBPI ou un indice de réplication (RI) 
afin d'évaluer la prolifération cellulaire (voir appendice 2), en utilisant 500 cellules au moins par culture. Lorsque 
les traitements sont effectués en l'absence de cytoB, il est essentiel de faire la preuve que les cellules en culture se 
sont divisées (voir paragraphes 24 à 28). 
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Compétence du laboratoire 

Afin d'acquérir une expérience suffisante de l'essai avant de l'utiliser en routine, le laboratoire doit avoir réalisé une 
série d'expériences avec des produits chimiques positifs de référence agissant selon des mécanismes variés (au 
moins un avec activation métabolique et un sans activation métabolique, et un agissant selon un mécanisme 
aneugène, et sélectionné parmi les produits chimiques énumérés au tableau 1) et avec plusieurs témoins négatifs (y 
compris des cultures non traitées et divers solvants/véhicules). Ces réponses de témoins positifs et négatifs doivent 
être cohérentes par rapport à la littérature. Cette exigence ne s'applique pas aux laboratoires possédant déjà une 
expérience, c'est-à-dire qui disposent d'une base de données historiques telle que définie aux paragraphes 49 à 52. 

Une sélection de produits chimiques utilisées comme témoins positifs (voir tableau 1) doit être testée dans le cadre 
de traitements de courte et de longue durée en l'absence d'activation métabolique, ainsi que dans le cadre d'un 
traitement de courte durée en présence d'une activation métabolique, l'objectif étant de démontrer que le 
laboratoire possède la compétence nécessaire pour détecter les produits chimiques clastogènes et aneugènes, 
déterminer l'efficacité du système d'activation métabolique et démontrer la pertinence des procédures d'examen 
(analyse visuelle au microscope, cytométrie en flux, cytométrie à balayage laser ou analyse d'images). Il conviendra 
de définir une plage de concentrations des produits chimiques sélectionnés qui permette d'obtenir des augmen
tations reproductibles et liées à la concentration par rapport aux valeurs de fond, afin de démontrer la sensibilité et 
la plage dynamique du système d'essai. 

Données historiques 

Le laboratoire doit établir: 

—  une plage et une distribution des témoins positifs historiques, 

—  une plage et une distribution des témoins négatifs (non traités, de solvant) historiques. 

Lors de l'acquisition initiale de données en vue d'établir une distribution des témoins négatifs historiques, les 
données des témoins négatifs concomitants doivent être cohérentes avec les données publiées, lorsqu'elles existent. 
Puis, à mesure que de nouvelles données expérimentales viennent étoffer la plage de distribution des témoins, les 
données des témoins négatifs concomitants doivent idéalement se situer dans les limites de contrôle à 95 % de 
cette distribution (87) (88). La base de données historiques du laboratoire relatives aux témoins négatifs doit à 
l'origine être constituée à partir d'au moins 10 expériences, sachant qu'il serait préférable qu'elle en compte au 
moins 20, réalisées dans des conditions expérimentales similaires. Les laboratoires doivent utiliser des méthodes de 
contrôle de la qualité telles que des graphiques statistiques (cartes C ou cartes X-barre, par exemple (88)) afin de 
déterminer la variabilité de leurs données de témoins positifs et négatifs et de démontrer leur maîtrise de la 
méthodologie (83). On trouve dans la littérature (87) d'autres recommandations sur la façon de constituer et 
d'utiliser les données historiques (critères d'inclusion et d'exclusion des données dans la base et critères d'accepta
bilité pour une expérimentation donnée). 

Toute modification du protocole expérimental doit être étudiée en termes de cohérence des données avec les bases 
de données historiques existantes du laboratoire. Toute incohérence majeure doit conduire à l'établissement d'une 
nouvelle base de données des témoins historiques. 

Les données des témoins négatifs désignent l'incidence des cellules micronucléées issues d'une seule culture ou de 
l'ensemble des cultures réalisées en plusieurs exemplaires, comme décrit au paragraphe 28. Les témoins négatifs 
concomittants se situent idéalement dans les limites de contrôle à 95 % de la distribution des données historiques 
des témoins négatifs contenues dans la base de données du laboratoire (87) (88). Lorsque les données des témoins 
négatifs concomitants se situent en dehors des limites de contrôle à 95 %, leur inclusion dans la distribution des 
témoins historiques peut être acceptable à condition que ces données ne soient pas exagérément extrêmes et qu'il 
soit prouvé que le système d'essai est «sous contrôle» (voir paragraphe 50) et qu'il n'y a pas eu de défaillance 
technique ou d'erreur humaine. 
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RÉSULTATS ET RAPPORT 

Présentation des résultats 

Lorsque la technique du blocage de la cytokinèse est employée, seules les fréquences des cellules binucléées 
présentant des micronoyaux (indépendamment du nombre de micronoyaux par cellule) sont utilisées pour évaluer 
l'induction de micronoyaux. L'analyse des cellules présentant un ou plusieurs micronoyaux peut être rapportée 
séparément; elle peut apporter des informations utiles, mais n'est pas obligatoire. 

Il convient d'effectuer des mesures parallèles de cytotoxicité et/ou de cytostase pour toutes les cultures traitées et les 
témoins négatifs et positifs (16). On calculera également le CBPI ou l'indice de réplication (RI) pour toutes les 
cultures traitées et témoins, afin de mesurer le retard du cycle cellulaire en cas de recours à la méthode de blocage 
de la cytokinèse. En l'absence de cytoB, il convient de mesurer le doublement relatif de la population (RPD) ou 
l'augmentation relative du nombre de cellules (RICC) (voir appendice 2). 

Les données doivent être indiquées individuellement pour chaque culture. En outre, toutes les données doivent être 
résumées sous forme de tableaux. 

Critères d'acceptabilité 

L'acceptation de l'essai repose sur les critères suivants: 

—  Les données relatives aux témoins négatifs concomitants sont considérées comme pouvant être ajoutées à la 
base de données des témoins négatifs historiques du laboratoire (voir paragraphe 50). 

—  Les témoins positifs concomitants (voir paragraphe 50) induisent des réponses compatibles avec celles générées 
dans la base de données des témoins positifs historiques et produisent une augmentation statistiquement signifi
cative par rapport aux témoins négatifs concomitants 

—  Les critères de prolifération cellulaire dans le témoin de solvant sont remplis (voir paragraphes 25-27) 

—  Toutes les conditions expérimentales ont été testées, à moins que l'une d'entre elles ait abouti à des résultats 
positifs (voir paragraphes 36-40). 

—  Un nombre adéquat de cellules et de concentrations sont analysables (voir paragraphes 28 et 44-46). 

—  Les critères de sélection de la concentration maximale sont cohérents avec ceux décrits aux paragraphes 24-31. 

Évaluation et interprétation des résultats 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement positif si, dans les conditions expérimentales étudiées (voir paragraphes 36-39): 

—  au moins une des concentrations d'essai présente une augmentation statistiquement significative par rapport au 
témoin négatif concomitant (89) 

— un test de tendance approprié montre que l'augmentation est liée à la dose dans au moins une condition expéri
mentale (voir paragraphe 28) 

—  des résultats se situent à l'extérieur de la plage de distribution des données des témoins négatifs historiques 
(limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson, par exemple; voir paragraphe 52). 

Le produit chimique d'essai est alors considéré comme incapable d'induire des cassures chromosomiques et/ou un 
gain ou une perte chromosomique dans ce système d'essai. Des recommandations concernant les méthodes 
statistiques les plus appropriées sont également disponibles dans la littérature (90) (91) (92). 
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À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement négatif si, dans toutes les conditions expérimentales étudiées (voir paragraphes 36-39) 

—  aucune concentration d'essai ne présente une augmentation statistiquement significative par rapport au témoin 
négatif concomitant, 

—  un test de tendance approprié montre qu'il n'y a pas d'augmentation liée à la concentration, 

—  l'intégralité des résultats se situe à l'intérieur de la distribution des données des témoins négatifs historiques 
(limites de contrôle à 95 % d'une loi de Poisson, par exemple voir paragraphe 52). 

Le produit chimique d'essai est alors considéré comme incapable d'induire des cassures chromosomiques et/ou un 
gain ou une perte chromosomique dans ce système d'essai. Des recommandations concernant les méthodes 
statistiques les plus appropriées sont également disponibles dans la littérature (90) (91) (92). 

Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse clairement positive ou négative. 

Lorsque la réponse n'est ni clairement négative ni clairement positive, tel que décrit ci-dessus, ou en vue d'établir la 
signification biologique d'un résultat, les données doivent être soumises à un jugement d'expert et/ou des investi
gations plus poussées. Il peut être utile d'examiner des cellules supplémentaires (le cas échéant) ou de répéter 
l'expérience, éventuellement dans des conditions expérimentales modifiées [espacement des concentrations, autres 
conditions d'activation métabolique (concentration de S9 ou origine de S9), par exemple]. 

Dans de rares cas, même après des études complémentaires, l'ensemble de données ne permettra pas de conclure à 
un résultat positif ou négatif, et le résultat sera déclaré équivoque. 

Lorsque des produits chimiques d'essai induisent la formation de micronoyaux lors de l'essai MNvit, celle-ci est due 
soit à une cassure chromosomique, soit à une perte chromosomique, soit aux deux évènements combinés. Il est 
possible de procéder à d'autres analyses à l'aide d'anticorps anti-kinétochores, de sondes centromériques in situ ou 
d'autres méthodes afin de déterminer si le mécanisme d'induction de micronoyaux est le résultat d'une activité 
clastogène et/ou aneugène. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes: 

Produit chimique d'essai: 

—  source, numéro de lot et date limite d'utilisation, si c'est disponible; 

—  stabilité du produit chimique d'essai, si elle est connue; 

—  réactivité du produit chimique d'essai avec le solvant/véhicule ou le milieu de culture cellulaire; 

—  solubilité et stabilité du produit chimique d'essai dans le solvant, si elles sont connues; 

—  mesure du pH, de l'osmolalité et de la précipitation dans le milieu de culture auquel le produit chimique d'essai 
a été ajouté, le cas échéant. 

Substance mono-constituant: 

—  apparence physique, hydro-solubilité, autres propriétés physico-chimiques importantes pour la conduite de 
l'étude; 

—  identification chimique: nom IUPAC ou CAS, numéro CAS, code SMILES ou InChI, formule structurale, pureté, 
identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc. 

Substance multi-constituants, UVCB et mélanges: 

—  caractérisés autant que possible par l'identité chimique des constituants (voir ci-dessus), la présence, la quantité 
et les propriétés physico-chimiques des constituants. 
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Solvant: 

—  justification du choix du solvant; 

—  pourcentage de solvant dans le milieu de culture final 

Cellules: 

—  type et source des cellules utilisées; 

—  raisons du choix du type cellulaire utilisé; 

—  absence de mycoplasmes, pour les lignées cellulaires; 

—  pour les lignées cellulaires, informations sur la durée du cycle cellulaire ou l'indice de prolifération; 

—  en cas d'utilisation de lymphocytes, sexe, âge et toute autre information pertinente sur les donneurs de sang, 
sang complet ou lymphocytes isolés, mitogène employé; 

—  durée normale du cycle cellulaire (témoin négatif); 

—  nombre de passages, le cas échéant, pour les lignées cellulaires; 

—  méthodes d'entretien des cultures cellulaires, pour les lignées cellulaires; 

—  nombre modal de chromosomes, pour les lignées cellulaires; 

Conditions de l'essai: 

—  identité de l'éventuel agent de blocage de la cytokinèse utilisé (cytoB, par exemple), sa concentration et la durée 
d'exposition des cellules; 

—  concentration du produit chimique d'essai sous la forme de sa concentration finale dans le milieu de culture 
(par exemple en µg ou mg/ml ou mM du milieu de culture); 

—  justification du choix des concentrations et du nombre de cultures, y compris données concernant la 
cytotoxicité et les limites de solubilité, par exemple; 

—  composition du milieu, concentration de CO2 le cas échéant, degré d'humidité; 

—  concentration (et/ou volume) de solvant et de produit chimique d'essai ajoutée au milieu de culture; 

—  température et temps d'incubation; 

—  durée du traitement; 

—  délai de récolte après traitement; 

—  densité cellulaire au moment de l'ensemencement, le cas échéant; 

—  type et composition du système d'activation métabolique (source du S9, méthode de préparation du mélange 
S9, concentration ou volume de mélange S9 et de S9 dans le milieu de culture final, contrôles de la qualité du 
S9 (activité enzymatique, stérilité, capacité métabolique, par exemple); 

—  produits chimiques témoins positifs et négatifs, concentrations finales, conditions et durée des périodes de 
traitement et de récupération; 

—  méthodes de préparation des lames et technique de coloration utilisées; 

—  critères d'analyse des cellules micronucléées (choix des cellules analysables et identification du micronoyau); 

—  nombre de cellules analysées; 
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—  méthodes de mesure de la cytotoxicité; 

—  toute information supplémentaire concernant la cytotoxicité et la méthode utilisée; 

—  critères pour conclure que l'étude est positive, négative ou équivoque; 

—  méthode(s) d'analyse statistique utilisée(s); 

—  méthodes, telles que le recours aux anticorps anti-kinétochores ou aux sondes centromériques, utilisées pour 
déterminer si les micronoyaux possèdent des chromosomes entiers ou fragmentés, le cas échéant; 

—  méthodes utilisées pour déterminer le pH, l'osmolalité et la précipitation. 

Résultats: 

—  définition des cellules acceptables pour l'analyse; 

—  en l'absence de cytoB, nombre de cellules exposées et nombre de cellules récoltées pour chaque culture en cas 
de lignées cellulaires; 

—  mesures de la cytotoxicité, par exemple CBPI ou RI dans le cas de la méthode de blocage de la cytokinèse; RICC 
ou RPD lorsque la méthode de blocage de la cytokinèse n'est pas utilisée; autres observations le cas échéant 
(degré de confluence cellulaire, apoptose, nécrose, numération des cellules en métaphase, fréquence des cellules 
binucléées); 

—  signes de précipitation et moment de la détermination; 

—  données sur le pH et l'osmolalité du milieu de traitement, si elles ont été déterminées; 

—  répartition des cellules mono-, bi- et multinucléées en cas d'utilisation d'une méthode de blocage de la 
cytokinèse; 

—  nombre de cellules micronucléées, donné séparément pour chaque culture traitée et culture témoin, en 
précisant si elles proviennent de cellules binucléées ou mononucléées, s'il y a lieu; 

—  relation concentration-réponse, si possible; 

—  données relatives aux témoins négatifs (solvant) et positifs (concentrations et solvants) concomitants; 

—  données relatives aux témoins négatifs (avec solvant) et positifs historiques, y compris ordres de grandeur, 
moyennes, écarts-types, limites de contrôle à 95 % pour la distribution, et nombre de données; 

—  analyse statistique; valeurs p le cas échéant. 

Discussion des résultats. 

Conclusions. 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Aneugène: produit chimique ou processus qui, via des interactions avec les composants de la cellule mitotique ou 
méiotique lors de la division cellulaire, provoque la formation de cellules ou d'organismes aneuploïdes. 

Aneuploïdie: tout écart par rapport au nombre diploïde (ou haploïde) normal de chromosomes, d'un seul ou de 
plusieurs chromosomes, mais non d'un ou de plusieurs jeux de chromosomes (polyploïdie). 

Apoptose: mort cellulaire programmée caractérisée par une succession d'étapes menant à la désintégration des 
cellules en particules membranaires qui sont ensuite éliminées par phagocytose ou par excrétion. 

Augmentation relative du nombre de cellules (Relative increase in cell count, RICC): méthode de mesure de 
la cytotoxicité lorsque la cytoB n'est pas utilisée (voir formule à l'annexe 2). 

Cellules en interphase: cellules qui ne sont pas en phase de mitose. 

Centromère: région de l'ADN d'un chromosome où les deux chromatides sont reliées entre elles et sur laquelle les 
deux kinétochores sont fixés côte à côte. 

Clastogène: produit chimique ou événement induisant des aberrations chromosomiques structurales dans des 
populations cellulaires ou des organismes eucaryotes. 

Concentrations: désigne les concentrations finales du produit chimique d'essai dans le milieu de culture. 

Cytokinèse: processus de division cellulaire survenant immédiatement après la mitose pour former deux cellules- 
filles, contenant chacune un noyau unique. 

Cytostase: inhibition de la croissance cellulaire (voir formule à l'appendice 2). 

Cytotoxicité: pour les essais visés par la présente méthode d'essai effectués en présence de cytochalasine B, la 
cytotoxicité correspond à une baisse de l'indice de prolifération des cellules dont la division cytoplasmique a été 
bloquée (CBPI) ou de l'indice de réplication (RI) des cellules traitées par rapport au témoin négatif (voir paragraphe 
26 et appendice 2). 

Pour les essais visés par la présente méthode d'essai effectués en l'absence de cytochalasine B, la cytotoxicité 
correspond à une baisse du doublement relatif de la population (RPD) ou de l'augmentation relative du nombre de 
cellules (RICC) des cellules traitées par rapport au témoin négatif (voir paragraphe 27 et appendice 2). 

Doublement relatif de la population (Relative Population Doubling, RPD): méthode de mesure de la 
cytotoxicité lorsque la cytoB n'est pas utilisée (voir formule à l'appendice 2). 

Fraction S9 de foie: surnageant d'homogénat de foie centrifugé à 9 000g (extrait de foie cru). 

Génotoxique: terme générique qualifiant tous les types de lésions de l'ADN ou des chromosomes, tels que les 
cassures, délétions, adduits, liaisons et modifications de nucléotides, réarrangements, mutations génétiques, 
aberrations chromosomiques et aneuploïdies. Tous les types d'effets génotoxiques n'entraînent pas nécessairement 
de mutations ou de lésions chromosomiques stables. 

Indice de prolifération (Proliferation Index, PI): méthode de mesure de la cytotoxicité lorsque la cytoB n'est pas 
utilisée (voir formule à l'appendice 2). 

Indice de prolifération des cellules dont la division cytoplasmique a été bloquée (Cytokinesis-Block Prolife
ration Index, CBPI): proportion de cellules issues de la deuxième division dans la population traitée par rapport 
au témoin non traité (voir formule à l'appendice 2). 

Indice de réplication (Replication Index, RI): rapport entre le nombre de cycles de division cellulaire achevés 
dans une culture traitée et ce même nombre dans le témoin non traité, au cours de la période d'exposition et la 
récupération (voir formule à l'appendice 2). 

Indice mitotique: nombre de cellules en métaphase divisé par le nombre total de cellules dans une population; 
une indication de la vitesse de prolifération cellulaire dans cette population. 
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Kinétochore: assemblage de protéines situé au niveau du centromère d'un chromosome, auquel sont associées les 
fibres fusoriales lors de la division cellulaire, permettant le mouvement ordonné des chromosomes-fils vers les 
pôles des cellules-filles. 

Mélange S9: mélange de fraction S9 de foie et de cofacteurs nécessaires à l'activité des enzymes métaboliques. 

Micronoyau: petit noyau, venant s'ajouter au noyau principal de la cellule et séparé de celui-ci, formé lors de la 
télophase de la mitose ou de la méiose à partir de chromosomes entiers ou de fragments de chromosomes retarda
taires. 

Mitose: division du noyau cellulaire, généralement décomposée en prophase, prométaphase, métaphase, anaphase 
et télophase. 

Mutagène: qui produit une modification héréditaire portant sur une ou plusieurs séquences de paires de bases 
d'ADN génique, ou sur la structure de chromosomes (aberrations chromosomiques). 

Non-disjonction: non-séparation d'une paire de chromatides, qui ne parviennent donc pas à migrer correctement 
lors de la division cellulaire, ce qui entraîne la présence d'un nombre anormal de chromosomes dans les cellules- 
filles. 

Polyploïdie: aberrations chromosomiques numériques dans des cellules ou des organismes, impliquant un ou 
plusieurs jeux de chromosomes et non un ou plusieurs chromosomes isolés (aneuploïdie). 

Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai. 

Prolifération cellulaire: augmentation du nombre de cellules résultant de la division cellulaire mitotique. 

Statut p53: la protéine p53 intervient dans la régulation du cycle cellulaire, l'apoptose et la réparation de l'ADN. 
Les cellules déficientes en protéine fonctionnelle p53, incapables d'arrêter le cycle cellulaire ou d'éliminer les cellules 
lésées par le biais de l'apoptose ou d'autres mécanismes (induction de la réparation de l'ADN, par exemple) liés aux 
fonctions de p53 en réponse à des lésions de l'ADN, devraient théoriquement être davantage sujettes aux mutations 
génétiques ou aux aberrations chromosomiques. 

Témoin de solvant: terme générique désignant les cultures témoins recevant uniquement le solvant utilisé pour 
dissoudre le produit chimique d'essai. 

Témoin non traité: cultures ne recevant aucun traitement (ni produit chimique d'essai ni solvant) mais préparées 
parallèlement et de la même façon que les cultures exposées au produit chimique d'essai.   
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Appendice 2 

FORMULES POUR L'ÉVALUATION DE LA CYTOTOXICITÉ 

En cas d'utilisation de la cytoB, l'évaluation de la cytotoxicité se fonde sur l'indice de prolifération des cellules dont la 
division cytoplasmique a été bloquée (CBPI) ou sur l'indice de réplication (RI) (17) (69). Le CBPI indique le nombre 
moyen de noyaux par cellule, et peut servir au calcul de la prolifération cellulaire. Le RI indique le nombre relatif 
de cycles cellulaires par cellule effectués au cours de la période d'exposition à la cytoB dans les cultures traitées par 
rapport aux cultures témoins, et peut servir au calcul du pourcentage de cytostase: 

% cytostase = 100 – 100{(CBPIT – 1) ÷ (CBPIC – 1)} 

Avec: 

T  = culture traitée avec le produit chimique d'essai 

C  = culture témoin 

Où: 

CBPI ¼
ððNb de cellules mononuclééesÞ þ ð2 � nb de cellules binuclééesÞ þ ð3 � Nb de cellules multinuclééesÞÞ

ðnombre total de cellulesÞ

Ainsi, un CBPI égal à 1 (toutes les cellules sont mononucléées) équivaut à une cytostase de 100 %. 

Cytostase = 100-RI 

RI ¼
ððnb de cellules binuclééesÞ þ ð2 � nb de cellules multinuclééesÞÞ=ðnombre total de cellulesÞT

ððnb decellules binuclééesÞ þ ð2 � nb de cellules multinuclééesÞÞ=ðnombre total de cellulesÞC

� 100  

T  = cultures traitées 

C  = cultures témoins 

Ainsi, un RI de 53 % signifie que, par rapport au nombre de cellules ayant effectué une division cellulaire pour 
former des cellules binucléées et multinucléées dans la culture témoin, 53 % seulement de ces cellules ont effectué 
une division dans la culture traitée, soit une cytostase de 47 %. 

En l'absence d'utilisation de cytoB, l'évaluation de la cytotoxicité sur la base de l'augmentation relative du nombre de 
cellules (RICC) ou du doublement relatif de la population (RPD) est recommandée (69), ces deux mesures tenant 
compte de la proportion de cellules ayant effectué une division cellulaire. 

RICCð%Þ ¼
ðAugmentation du nombre de cellules dans les cultures traitéesðfinal - initialÞÞ

ðAugmentation du nombre de cellules dans les cultures témoinsðfinal - initialÞÞ
� 100  

RPDð%Þ ¼
ðNombre de doublements de population dans les cultures traitéesÞ
ðNombre de doublements de population dans les cultures témoinsÞ

� 100  

Où: 

Doublement de population = [log (nombre de cellules post-application ÷ nombre de cellules initial)] ÷ log 2 

Par exemple, une RICC ou un RPD de 53 % indique une cytotoxicité/cytostase de 47 %. 

En utilisant l'indice de prolifération (PI), on peut évaluer la cytotoxicité via le comptage du nombre de clones 
composés de 1 cellule (cl1), 2 cellules (cl2), 3 à 4 cellules (cl4) et 5 à 8 cellules (cl8). 

PI ¼
ðð1 � cl1Þ þ ð2 � cl2Þ þ ð3 � cl4Þ þ ð4 � cl8ÞÞ

ðcl1 þ cl2 þ cl4 þ cl8Þ
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Le PI est également un paramètre fiable et utile de cytotoxicité pour les lignées cellulaires cultivées in vitro en 
l'absence de cytoB (25) (26) (27) (28) et peut être considéré comme un autre paramètre utile. 

Quoi qu'il en soit, il convient de mesurer le nombre de cellules avant traitement, qui doit être identique dans les 
cultures traitées et les cultures témoins négatives. 

Le RCC (à savoir nombre de cellules dans les cultures traitées / nombre de cellules dans les cultures témoins) était 
utilisé auparavant comme paramètre de cytotoxicité mais n'est plus recommandé car il peut induire une sous- 
estimation de la cytotoxicité. 

En cas d'utilisation de systèmes d'analyse automatique tels que la cytométrie en flux, la cytométrie à balayage laser 
ou l'analyse d'images, le nombre de noyaux peut remplacer le nombre de cellules dans la formule. 

Dans les cultures témoins négatives, le doublement de la population ou l'indice de réplication doivent être 
compatibles avec l'obligation de prélever des cellules à l'issue d'une période équivalente à environ 1,5 à 2 fois la 
durée normale du cycle cellulaire après le début du traitement.»  

(15) Dans la partie B, les chapitres suivants sont ajoutés: 

«B.59 Sensibilisation cutanée in chemico: essai de réactivité peptidique direct (DPRA) 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 442C (2015) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Un sensibilisant cutané est une substance qui provoque une réponse allergique suite à un contact avec la 
peau, selon la définition du Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques 
(SGH) des Nations Unies (ONU) (1) et du règlement (CE) no 1272/2008 de l'Union européenne relatif à la classifi
cation, à l'étiquetage et à l'emballage des substances et des mélanges (CLP) (1). La présente méthode d'essai décrit 
une procédure in chemico, à savoir l'essai de réactivité peptidique direct (Direct Peptide Reactivity Assay, DPRA), qui 
doit aider à distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants cutanés, selon le SGH et le CLP. 

Les principales phases du processus biologique de sensibilisation cutanée font l'objet d'un consensus général. Les 
connaissances dont on dispose sur les mécanismes chimiques et biologiques associés à la sensibilisation cutanée 
sont résumées sous la forme d'une voie toxicologique impliquée dans les effets indésirables (AOP, Adverse Outcome 
Pathway) (2) allant de l'événement moléculaire initiateur jusqu'aux effets indésirables sur la santé que sont la 
dermatite de contact allergique chez l'homme ou l'hypersensibilité de contact chez les rongeurs, en passant par les 
étapes intermédiaires. Dans l'AOP relative à la sensibilisation cutanée, l'événement moléculaire initiateur est l'établis
sement d'une liaison covalente entre des substances chimiques électrophiles et les centres nucléophiles des protéines 
de la peau. 

Traditionnellement, l'évaluation de la sensibilisation cutanée a fait appel à l'expérimentation animale. Les méthodes 
classiques — test de maximisation chez le cobaye (GPMT) de Magnusson et Kligman et test de Buehler, également 
chez le cobaye [méthode d'essai B.6 (3)]– portent sur les phases d'induction et d'élicitation de la sensibilisation 
cutanée. Un essai sur la souris, l'essai de stimulation locale des ganglions lymphatiques (ELGL) [méthode d'essai 
B.42 (4)], et ses deux variantes n'utilisant pas d'isotopes radioactifs, l'ELGL: DA [méthode d'essai B.50 (5)] et l'ELGL: 
BrdU-ELISA [méthode d'essai B.51 (6)], tous trois portant sur la réponse à l'induction exclusivement, se sont 
également imposés, car ils présentent l'avantage, par rapport aux tests sur le cobaye, de préserver davantage le bien- 
être animal et de fournir une mesure objective de la phase d'induction de la sensibilisation cutanée. 

Plus récemment, des méthodes d'essai in chemico et in vitro de type mécanistique ont été considérées comme scienti
fiquement valides pour l'évaluation du danger de sensibilisation cutanée lié aux produits chimiques. Cependant des 
combinaisons de méthodes de substitution à l'expérimentation animale (méthodes in silico, in chemico, in vitro) 
seront nécessaires, dans le cadre des approches intégrées en matière d'essais et d'évaluation (IATA, Integrated 
Approaches to Testing and Assessment), pour qu'il soit possible de remplacer les essais sur l'animal actuellement 
pratiqués, compte tenu de la restriction de chacune de ces méthodes pour ce qui est de la couverture mécanistique 
de l'AOP (2) (7). 

28.4.2017 L 112/132 Journal officiel de l'Union européenne FR     

(1) Règlement (CE) no 1272/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à 
l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le règlement 
(CE) no 1907/2006. 

Veg
Rectangle 



 

B.50. SENSIBILISATION CUTANÉE: ESSAI DE STIMULATION 
LOCALE DES GANGLIONS LYMPHATIQUES: DA 

INTRODUCTION 

1. Les lignes directrices de l#OCDE pour les essais de produits chimiques et les 
méthodes d#essai de l#Union européenne sont régulièrement mises à jour à la 
lumière des progrès scientifiques, de l#évolution des exigences réglementaires 
et de considérations relatives au bien-être des animaux. La première méthode 
d#essai (B.42) visant à déterminer la sensibilisation cutanée chez la souris, 
c#est-à-dire l#essai de stimulation locale des ganglions lymphatiques (ELGL, 
LD 429 de l#OCDE), a été mise à jour (1). Les détails de la validation de 
l#ELGL et une synthèse des travaux qui y sont associés ont été publiés (2) 
(3) (4) (5) (6) (7) (8) (9). La méthode ELGL s#appuie un marquage radioi
sotopique par la thymidine ou l#iode pour mesurer la prolifération des 
lymphocytes, ce qui limite son application lorsque l#acquisition, l#utilisation 
et l#élimination de produits radioactifs posent problème. L#ELGL: DA (déve
loppé par Daicel Chemical Industries, Ltd.) est une variante non radioactive 
de l#ELGL, qui quantifie l#adénosine triphosphate (ATP) par biolumines
cence pour estimer la prolifération des lymphocytes. La méthode ELGL: 
DA a été validée, et évaluée et recommandée par un comité international 
d#examen, qui a reconnu son utilité pour identifier, dans certaines limites, les 
substances d#essai ayant ou non un effet sensibilisant sur la peau (10) (11) 
(12) (13). La présente méthode d#essai permet d#évaluer le pouvoir de sensi
bilisation cutanée de substances chimiques (substances et mélanges) chez les 
animaux. Le chapitre B.6 de la présente annexe et la LD 406 de l#OCDE 
font appel à des essais sur cobayes, notamment l#essai de maximisation sur le 
cobaye et l#essai de Buehler (14). L#ELGL (chapitre B.42 de la présente 
annexe, LD 429 de l#OCDE) et ses deux variantes non radioactives, ELGL: 
DA (chapitre B.50 de la présente annexe, LD 442 A de l#OCDE) et ELGL: 
BrdU-ELISA (chapitre B.51 de la présente annexe, LD 442 B de l#OCDE), 
sont toutes plus intéressantes que les essais sur cobayes décrits dans le 
chapitre B.6 et la LD 406 de l#OCDE (14) en termes de réduction et de 
raffinement de l#utilisation des animaux. 

2. À l#instar de l#ELGL, la méthode ELGL: DA s#intéresse à la phase d#induc
tion de la sensibilisation cutanée et fournit des données quantitatives permet
tant d#évaluer la relation dose-effet. Par ailleurs, en détectant les sensibili
sants cutanés sans recourir au radiomarquage de l#ADN, cette technique évite 
les risques professionnels liés à l#exposition aux rayonnements et les 
problèmes de gestion des déchets. En revanche, elle pourrait se traduire 
par une hausse du nombre de souris utilisées pour détecter les sensibilisants 
cutanés, entraînant néanmoins la diminution du nombre de cobayes mis à 
contribution à ces mêmes fins (chapitre B.6, LD 406 de l#OCDE) (14). 

DÉFINITIONS 

3. Les définitions utilisées sont données à l#appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

4. La méthode ELGL: DA est une variante de l#ELGL visant à identifier les 
substances d#essai susceptibles d#induire une sensibilisation cutanée, dans 
des limites spécifiques. Cela n#implique pas que l#ELGL: DA doive systé
matiquement remplacer l#ELGL ou les essais sur cobayes (chapitre B.6, LD 
406 de l#OCDE) (14), mais plutôt qu#il s#agit d#un outil d#une qualité égale 
pouvant se substituer à ces méthodes, et dont les résultats positifs et négatifs 
n#ont généralement plus besoin de confirmation supplémentaire (10) (11). 
Avant de procéder à l#essai, le laboratoire rassemble toutes les informations 
disponibles sur la substance d#essai, à savoir son identité et sa structure 
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chimiques, ses propriétés physico-chimiques, les résultats de tous les autres 
essais de toxicité in vitro et in vivo, et les données toxicologiques sur des 
analogues de structure. Ces informations servent à déterminer s#il est perti
nent d#appliquer la méthode ELGL: DA avec la substance d#essai considérée, 
étant donné l#incompatibilité de certains types de substances chimiques avec 
l#ELGL: DA (voir paragraphe 5), et aider à choisir les doses appropriées. 

5. La méthode ELGL: DA, mise en "uvre in vivo, ne met donc pas un terme à 
l#utilisation d#animaux pour évaluer la sensibilisation allergique par contact. 
Néanmoins, comparée aux essais avec cobayes (B.6, LD 406 de l#OCDE), 
elle est susceptible de réduire le nombre d#animaux utilisés à cette même fin 
(14). En outre, l#ELGL: DA propose un raffinement important (réduction du 
stress et de la douleur) de l#utilisation des animaux pour évaluer la sensibi
lisation allergique par contact, dans la mesure où, à la différence du 
chapitre B.6 et de la LD 406 de l#OCDE (51), l#ELGL: DA n#est pas 
fondé sur le déclenchement de réactions d#hypersensibilité cutanée par une 
exposition de déclenchement. Malgré les avantages de l#ELGL: DA par 
rapport au chapitre B.6 et à la LD 406 de l#OCDE (14), certaines limites 
peuvent imposer de privilégier le chapitre B.6 ou la LD 406 de l#OCDE [par 
exemple, essai de certains métaux, résultats faussement positifs avec 
certaines substances irritantes pour la peau, en particulier des tensioactifs 
(6) (1 et chapitre B.42 de la présente annexe), solubilité de la substance 
d#essai.] De surcroît, certaines substances chimiques ou familles de subs
tances d#essai comprenant des groupements fonctionnels dont il est démontré 
qu#ils peuvent être des facteurs de confusion (16) peuvent aussi imposer le 
recours aux essais avec cobayes (chapitre B.6, LD 406 de l#OCDE) (14). Il 
est recommandé de considérer les limites identifiées pour l#ELGL (1 et 
chapitre B.42 de la présente annexe) comme étant également valables pour 
l#ELGL: DA (10). Il se peut en outre que la méthode ELGL: DA ne 
convienne pas aux substances qui modifient les niveaux d#ATP (c#est-à- 
dire qui agissent comme inhibiteurs de l#ATP) ou perturbent la quantification 
précise de l#ATP intracellulaire (par exemple, présence d#enzymes dégradant 
l#ATP, présence d#ATP extracellulaire dans le ganglion lymphatique). Dans 
ces limites, l#ELGL: DA est applicable à toute substance d#essai qui ne 
présente pas de propriétés susceptibles d#affecter la précision de l#essai. De 
plus, il convient de prendre en compte l#éventualité de résultats positifs 
limites pour lesquels l#indice de stimulation (IS) est situé entre 1,8 et 2,5 
(voir paragraphes 31-32). En effet, d#après la base de données de validation 
portant sur 44 substances présentant un IS  1,8 (voir paragraphe 6), 
l#ELGL: DA a correctement identifié l#ensemble des 32 sensibilisants 
(d#après l#ELGL), mais a donné des résultats positifs pour trois des 12 
substances non sensibilisantes présentant des indices de stimulation 
compris entre 1,8 et 2,5 (c#est-à-dire des résultats positifs limites) (10). 
Cependant, comme le même ensemble de données a été utilisé pour établir 
les valeurs IS et pour calculer les propriétés prédictives de l#essai, les résul
tats indiqués pourraient surestimer les propriétés prédictives réelles. 

PRINCIPE DE LA MÉTHODE D#ESSAI 

6. L#ELGL: DA repose sur le principe que les sensibilisants induisent une 
prolifération de lymphocytes dans les ganglions lymphatiques drainant le 
site de l#application de la substance d#essai. Cette prolifération est propor
tionnelle à la dose appliquée et à la puissance de l#allergène et permet 
d#obtenir facilement une mesure quantitative de la sensibilisation. Pour 
mesurer la prolifération, on compare la prolifération moyenne de chaque 
groupe d#essai à la prolifération moyenne du groupe témoin traité avec le 
véhicule (TV). On calcule le quotient de la prolifération moyenne dans 
chaque groupe traité sur celle du TV, pour obtenir l#indice de 
stimulation (IS); si cette valeur est supérieure ou égale à 1,8, on peut 
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ensuite poursuivre l#évaluation du pouvoir de sensibilisation cutanée de la 
substance d#essai. Les procédures décrites ici s#appuient sur la quantification 
de l#ATP par bioluminescence (facteur connu pour être en corrélation avec le 
nombre de cellules vivantes) (17) pour indiquer l#augmentation du nombre 
de cellules en prolifération dans les ganglions lymphatiques auriculaires de 
drainage (18) (19). Cette technique par bioluminescence utilise l#enzyme 
luciférase pour catalyser la formation de lumière à partir d#ATP et de luci
férine selon la réaction suivante: 

ATP + Luciférine + O 2 Oxyluciférine + AMP + PP i + CO 2 + Lumière 

L#intensité de la lumière émise suit une pente linéaire en fonction de la 
concentration en ATP, et se mesure à l#aide d#un luminomètre. L#essai 
luciférine-luciférase constitue une méthode précise pour quantifier l#ATP et 
trouve de nombreuses applications (20). 

DESCRIPTION DE L#ESSAI 

Choix des espèces animales 

7. L#espèce retenue pour cet essai est la souris. Les études de validation de 
l#ELGL: DA ont été menées exclusivement avec la souche CBA/J, qui sera 
donc privilégiée pour cet essai (12) (13). On utilise de jeunes femelles 
adultes, nullipares et non gravides. Au début de l#étude, les animaux sont 
âgés de 8 à 12 semaines et affichent une variation de poids minime entre eux 
n#excédant pas 20 pour cent du poids moyen. Il est aussi possible d#utiliser 
d#autres souches ainsi que des mâles s#il existe suffisamment d#informations 
démontrant l#absence de différences significatives entre les souches et/ou les 
sexes en ce qui concerne la réaction à l#ELGL: DA. 

Conditions d"hébergement et d"alimentation 

8. Les souris sont hébergées par groupes (21), sauf si une raison scientifique 
pertinente exige un encagement individuel. La température de l#animalerie 
d#expérience est maintenue à 22 °C ± 3 °C. L#humidité relative atteint au 
moins 30 % et de préférence ne dépasse pas 70 % en dehors des moments 
où le local est nettoyé, l#idéal étant qu#elle soit maintenue aux alentours de 
50-60 %. L#éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumière et 12 
heures d#obscurité. Les animaux peuvent être alimentés par un régime clas
sique de laboratoire avec eau potable à satiété. 

Préparation des animaux 

9. Les animaux sont sélectionnés au hasard, marqués pour permettre leur iden
tification individuelle (mais jamais sur l#oreille) et gardés dans leurs cages 
pendant au moins cinq jours avant le commencement du traitement afin 
qu#ils s#acclimatent aux conditions du laboratoire. Avant de commencer le 
traitement, on examine tous les animaux pour vérifier qu#ils ne présentent 
pas de lésions cutanées observables. 

Préparation des solutions d"essai 

10. Les substances d#essai solides sont dissoutes ou dispersées dans des solvants/ 
véhicules puis diluées, s#il y a lieu, avant d#être appliquées sur l#oreille des 
souris. Les substances d#essai liquides peuvent être appliquées pures ou 
préalablement diluées. Les substances d#essai insolubles, comme celles que 
l#on rencontre généralement dans les dispositifs médicaux, sont soumises à 
une extraction forcée à l#aide d#un solvant approprié pour faire ressortir tous 
les composants extractibles qu#il est possible d#évaluer, avant l#application 
sur l#oreille des souris. Les substances d#essai sont préparées chaque jour à 
moins que les données concernant la stabilité ne démontrent qu#elles peuvent 
être stockées. 
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Contrôle de la fiabilité 

11. Les témoins positifs (TP) servent à démontrer le bon fonctionnement de 
l#essai en répondant de manière adéquate et reproductible aux sensibilisants 
pour lesquels l#ordre de grandeur des effets est bien connu. Il est recom
mandé d#inclure un TP concurrent puisqu#il démontre la capacité du labora
toire à mener chaque essai correctement, et permet d#évaluer la comparabilité 
et la reproductibilité intra- et interlaboratoires. Par ailleurs, dans la mesure où 
certaines autorités réglementaires exigent un TP dans chaque essai, les expé
rimentateurs sont encouragés à consulter les autorités concernées avant de 
mener l#ELGL: DA. En conséquence, le recours systématique à un TP 
concurrent est recommandé pour éviter d#avoir à réaliser des essais supplé
mentaires sur animaux, ce qui est parfois exigé lorsqu#un laboratoire se 
réfère à un TP testé périodiquement (voir paragraphe 12). Le TP doit 
réagir positivement à l#ELGL: DA pour un niveau d#exposition supposé 
accroître l#indice de stimulation d#au moins 1,8 point par rapport au 
groupe témoin négatif (TN). La dose de TP sera choisie de manière à ne 
pas entraîner d#irritation cutanée excessive ou de toxicité systémique, l#in
duction devant être reproductible sans être exagérée (un IS > 10 sera consi
déré comme excessif, par exemple). Les TP utilisés en priorité sont l#hexyl 
cinnamaldéhyde à 25 % (N o CAS [Chemical Abstracts Service] 101-86-0) et 
l#eugénol à 25 % (N o CAS 97-53-0) dans un mélange acétone/huile d#olive 
(4:1, v/v). Dans certains cas, d#autres substances d#essai répondant aux 
critères susmentionnés pourront être employées comme témoins positifs, à 
condition que ce choix soit correctement justifié. 

12. Si l#inclusion d#un groupe TP concurrent demeure recommandée, des essais 
périodiques (c#est-à-dire à intervalles  6 mois) du TP peuvent dans certains 
cas convenir pour les laboratoires menant régulièrement (c#est-à-dire au 
moins une fois par mois) des ELGL: DA et disposant d#une base de 
données de référence montrant que le laboratoire est apte à obtenir des 
résultats précis et reproductibles avec les TP. La capacité d#un laboratoire 
à mener l#ELGL: DA est efficacement démontrée quand le TP déclenche des 
résultats positifs cohérents à l#issue d#un minimum de 10 essais indépendants 
étalés sur une période raisonnable (c#est-à-dire inférieure à un an). 

13. Il convient d#inclure un groupe TP concurrent à chaque fois que le protocole 
de l#ELGL: DA est modifié (par exemple si des modifications interviennent 
au niveau du personnel qualifié, des composés et/ou réactifs utilisés pour la 
méthode d#essai, de l#équipement mis en "uvre, ou de la source d#animaux 
d#expérience), et ces changements sont documentés dans les rapports de 
laboratoire. Il faudra tenir compte de l#impact de ces changements sur la 
validité des données de la base historique pour décider de l#opportunité 
d#établir une nouvelle base de données afin d#évaluer la cohérence des 
résultats relatifs au TP. 

14. Les investigateurs gardent à l#esprit que tester le TP périodiquement plutôt 
que systématiquement comme concurrent pèse sur la précision et l#accepta
bilité des résultats négatifs obtenus à l#issue d#un essai sans TP concurrent 
réalisé dans l#intervalle entre chaque essai périodique du TP. Par exemple, si 
un essai périodique du TP donne un faux négatif, l#ensemble des résultats 
négatifs obtenus depuis le dernier essai de TP valable pourront être remis en 
question. Il faut donc soigneusement considérer les implications de telles 
retombées avant de décider si les TP seront des concurrents systématiques 
ou s#ils feront l#objet d#essais périodiques. Par ailleurs, le nombre d#animaux 
du groupe TP concurrent sera réduit si cela se justifie du point de vue 
scientifique et si le laboratoire démontre, en s#appuyant sur ses propres 
données historiques, que l#on peut utiliser moins de souris (22). 
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15. Quoique le témoin positif soit testé dans un véhicule produisant un effet 
constant (par exemple acétone: huile d#olive; 4:1, v/v), certaines situations 
réglementaires peuvent aussi nécessiter l#utilisation d#un véhicule moins 
courant (mélange cliniquement ou chimiquement pertinent) (23). Si le TP 
concurrent est testé avec un véhicule différent de celui de la substance 
d#essai, il convient de mettre en place un TV indépendant pour le TP 
concurrent. 

16. Lorsqu#il s#agit d#évaluer des substances appartenant à une classe chimique 
particulière, ou donnant des résultats situés dans une certaine fourchette, des 
substances étalons peuvent s#avérer utiles pour montrer que la méthode 
d#essai fonctionne correctement et permet de détecter le pouvoir de sensibi
lisation cutanée de ces types de substance. Les substances étalons présentent 
les propriétés suivantes: 

! similitude structurale et fonctionnelle avec la catégorie des substances à 
tester, 

! caractéristiques physiques et chimiques connues, 

! données obtenues avec l#ELGL: DA, 

! données obtenues avec d#autres modèles animaux et/ou l#être humain. 

MODE OPÉRATOIRE 

Nombre d"animaux et doses 

17. On utilise au moins quatre animaux par groupe de dose, et un minimum de 
trois concentrations de la substance d#essai, ainsi qu#un groupe TN concur
rent ne recevant que le véhicule de cette substance d#essai et un groupe TP 
(concurrent ou récent selon les pratiques du laboratoire, voir paragraphes 11- 
15). On peut envisager de tester différentes doses de TP, en particulier quand 
celui-ci ne fait l#objet que d#essais périodiques. Mis à part l#absence de 
traitement par la substance d#essai, les animaux des groupes témoins sont 
manipulés et traités de la même manière que les animaux des groupes d#es
sai. 

18. La sélection des doses et du véhicule suit les recommandations données dans 
les références (2) et (24). Les doses successives sont normalement choisies 
dans une série de concentrations appropriée telle que 100 %, 50 %, 25 %, 
10 %, 5 %, 2.5 %, 1 %, 0,5 %, etc. Le choix de la série utilisée est scien
tifiquement justifié. Le cas échéant, toutes les informations existantes d#ordre 
toxicologique (par exemple sur la toxicité aiguë et l#irritation cutanée), struc
tural et physico-chimique sur la substance d#essai en question (et/ou ses 
analogues de structure) sont prises en compte pour choisir les trois concen
trations successives de manière que la plus élevée d#entre elles offre une 
exposition maximale tout en évitant la toxicité systémique et/ou une irritation 
cutanée locale excessive (24) (25). En l#absence de telles informations, un 
essai préliminaire peut s#avérer nécessaire (voir paragraphes 21-24). 

19. Il convient que le véhicule ne perturbe pas et n#introduise pas un biais dans 
les résultats du test. Il est choisi de manière à optimiser la solubilité pour 
obtenir la concentration la plus élevée possible dans la préparation d#une 
solution/suspension adaptée à l#application de la substance d#essai. Les véhi
cules recommandés sont le mélange acétone/huile d#olive (4:1 v/v), le N,N- 
diméthylformamide, la méthyléthylcétone, le propylène glycol et le diméthyl
sulfoxyde (6) mais d#autres véhicules pourront également être utilisés à 
condition que ce choix soit suffisamment étayé sur le plan scientifique. 
Certaines situations réclament un témoin supplémentaire, à savoir un 
solvant qui se justifie sur le plan clinique ou le mélange dans lequel la 
substance d#essai est commercialisée. L#expérimentateur veille tout particu
lièrement à ce que les substances hydrophiles soient incorporées à un véhi
cule qui mouille la peau et ne ruisselle pas immédiatement, ce qui peut 
nécessiter l#ajout de solubilisants appropriés (par exemple Pluronic® L92 à 
1 %). Il convient donc d#éviter les véhicules totalement aqueux. 
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20. Le traitement des ganglions lymphatiques de chaque souris permet d#évaluer 
la variabilité entre individus et de comparer statistiquement les réponses 
induites par la substance d#essai et par le véhicule témoin (voir paragraphe 
33). En outre, il n#est envisageable de réduire le nombre d#animaux du 
groupe TP qu#en se fondant sur des données individuelles (22). Du reste, 
certaines autorités réglementaires exigent la collecte de données pour chaque 
animal. Relever régulièrement les données propres à chaque individu 
contribue au bien-être des animaux en évitant les essais dupliqués qui 
seraient nécessaires si les résultats obtenus d#une autre manière (par 
exemple avec des données par groupe d#animaux) devaient être soumis à 
des autorités réglementaires ayant d#autres exigences (en particulier la four
niture de données individuelles). 

Essai préliminaire 

21. En l#absence d#informations permettant d#estimer la concentration d#essai 
maximale (voir paragraphe 18), il convient d#effectuer un essai préliminaire 
afin de déterminer le niveau des doses adaptées à l#ELGL: DA. Cet essai 
préliminaire aide à quantifier la dose maximale à mettre en "uvre dans 
l#ELGL: DA lorsqu#on ne dispose pas d#informations sur la concentration 
induisant une toxicité systémique (voir paragraphe 24) et/ou une irritation 
cutanée locale excessive (voir paragraphe 23). Cette concentration maximum 
de la substance d#essai est de 100 % pour les liquides, ou la plus élevée 
possible pour les solides et suspensions. 

22. Les conditions de l#essai préliminaire sont les mêmes que celles de l#ELGL: 
DA, à ceci près qu#il n#y a pas d#évaluation de la prolifération dans les 
ganglions lymphatiques et que l#on peut inclure moins d#animaux par 
groupe de dose. En effet, on suggère d#utiliser seulement un à deux individus 
par groupe de dose. Il convient d#examiner toutes les souris quotidiennement 
afin de déceler d#éventuels signes cliniques de toxicité systémique ou d#ir
ritation locale sur le site d#application. Les poids corporels sont consignés 
préalablement à l#essai et juste avant la fin de l#essai (huitième jour). On 
examine les deux oreilles de chaque souris pour détecter la présence d#un 
éventuel érythème, le résultat étant noté conformément à l#échelle figurant 
dans le tableau 1 (25). L#épaisseur de l#oreille est mesurée à l#aide d#une 
jauge d#épaisseur (par exemple micromètre numérique ou jauge d#épaisseur 
Peacock Dial) le premier jour (avant toute application), le troisième jour 
(environ 48 heures après la première dose), le septième jour (24 heures 
avant la fin) et le huitième jour. De plus, au huitième jour cette épaisseur 
peut être déterminée à partir du poids d#un échantillon d#oreille, prélevé 
après l#euthanasie des animaux. Les irritations locales excessives se tradui
sent par une cotation de l#érythème  3 et/ou un épaississement de l#oreille 
d#au moins 25 %, quel que soit le jour de la mesure (26) (27). La dose 
maximale choisie pour l#étude ELGL: DA principale sera la dose immédia
tement inférieure dans la série de concentrations utilisée pour l#essai préli
minaire (voir paragraphe 18) qui n#induit pas une toxicité systémique et/ou 
une irritation cutanée locale excessive. 

Tableau 1 

Cotation de l"érythème 

Observation Résultat 

Pas d#érythème 0 

Érythème très léger (à peine perceptible) 1 

Érythème bien défini 2 
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Observation Résultat 

Érythème modéré à grave 3 

Érythème grave (rouge violacé) à formation d#escarre empêchant la cota
tion de l#érythème 

4 

23. Outre un épaississement de l#oreille de 25 % (26) (27), une augmentation 
statistiquement significative de l#épaisseur de l#oreille chez les souris traitées 
par rapport aux individus témoins a également été utilisée pour identifier des 
produits irritants dans l#ELGL (28) (29) (30) (31) (32) (33) (34). Cependant, 
les augmentations statistiquement significatives inférieures à 25 % ne sont 
pas systématiquement associées à une irritation excessive (30) (31) (32) (33) 
(34). 

24. Les observations cliniques suivantes peuvent indiquer une toxicité systé
mique (35) dans le cadre d#une évaluation intégrée, et ainsi permettre d#es
timer la dose maximale à utiliser dans l#ELGL: DA principal: modifications 
des fonctions nerveuses (par exemple, pilo-érection, ataxie, tremblements et 
convulsions); changements du comportement (par exemple, agressivité, acti
vités de toilettage modifiées, changement marqué d#intensité de l#activité); 
troubles respiratoires (en termes de fréquence et d#intensité de la respiration, 
sous forme de dyspnée, halètements ou râles), et modifications de la consom
mation d#aliments et d#eau. En outre, l#évaluation prendra en compte les 
éléments suivants: signes de léthargie et/ou absence de réceptivité, et tout 
signe clinique autre qu#une douleur et un stress légers ou passagers; baisse 
du poids corporel > 5 % entre le premier et le huitième jour; mortalité. Les 
animaux moribonds ou montrant des signes de douleur et de stress aigus sont 
euthanasiés (36). 

Programme expérimental de l"étude principale 

25. Le programme expérimental se déroule comme suit: 

! Premier jour: Mesurer et consigner le poids de chaque animal ainsi que 
toute observation clinique. Appliquer une solution aqueuse de sodium 
lauryl sulfate (SLS) à 1 % au dos de chaque oreille à l#aide d#un pinceau 
trempé dans la solution de SLS de manière à couvrir l#ensemble de la 
surface externe en quatre à cinq applications. Une heure après le traite
ment au SLS, appliquer 25 L d#une dilution adaptée de la substance 
d#essai, du véhicule seul ou du TP (concurrent ou récent selon les 
pratiques du laboratoire, voir paragraphes 11-15), au dos de chaque 
oreille. 

! Deuxième, troisième et septième jours: Répéter le prétraitement avec la 
solution aqueuse de SLS à 1 % puis l#application de la substance d#essai 
en suivant la même procédure que le premier jour. 

! Quatrième, cinquième et sixième jours: Aucun traitement. 

! Huitième jour: Noter le poids de chaque animal ainsi que toute obser
vation clinique. Environ 24 à 30 heures après le début des applications 
du septième jour, euthanasier les animaux. Exciser les ganglions lympha
tiques auriculaires de drainage de chaque oreille de souris et les placer 
séparément dans une solution saline tamponnée au phosphate [phosphate 
buffered saline] (PBS). Les détails et diagrammes relatifs à l#identifica
tion et à la dissection des ganglions lymphatiques sont présentés dans la 
référence (22). Pour approfondir le suivi de la réponse cutanée locale 
dans l#essai principal, des paramètres supplémentaires comme la cotation 
de l#érythème auriculaire ou les mesures de l#épaisseur de l#oreille (obte
nues à l#aide d#une jauge d#épaisseur ou par pesée d#échantillons 
d#oreilles après nécropsie) peuvent être inclus dans le protocole d#étude. 
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Préparation des suspensions cellulaires 

26. Pour chaque souris, on prépare une suspension de cellules isolées provenant 
des ganglions lymphatiques (CGL) excisés bilatéralement en plaçant ces 
ganglions entre deux lames de verres sur lesquelles on exerce une légère 
pression pour écraser les échantillons. Après avoir vérifié que le tissu est 
bien étalé, séparer les deux lames. Pour disperser le tissu présent sur ces 
lames dans le PBS, incliner chacune d#elle au-dessus de la boîte de Pétri, 
puis racler le tissu avec un grattoir à cellules tout en rinçant avec la solution. 
Les ganglions lymphatiques des animaux TN étant petits, il convient de les 
traiter avec soin pour éviter tout artéfact sur les valeurs IS. Le volume total 
de PBS utilisé pour rincer les deux lames est de 1 mL. Homogénéiser 
doucement la suspension de CGL dans la boîte de Petri à l#aide du grattoir 
à cellules. Prélever alors une aliquote de 20 L de suspension homogénéisée 
à l#aide d#une micropipette en prenant soin de ne pas capter la membrane, 
visible à l#"il nu, puis mélanger cette aliquote avec 1,98 mL de PBS pour 
obtenir un échantillon de 2 mL. Un second échantillon de 2 mL est ensuite 
préparé selon la même procédure de façon à en obtenir deux par animal. 

Détermination de la prolifération cellulaire (quantification de l"ATP des 
lymphocytes) 

27. Les augmentations de la teneur en ATP des ganglions lymphatiques sont 
déterminées par la méthode luciférine/luciférase avec un kit de mesure de 
l#ATP qui calcule la bioluminescence, exprimée en unités relatives de lumi
nescence [relative luminescence unit] (RLU). Le temps écoulé entre la mise à 
mort de l#animal et la quantification de l#ATP pour chaque individu demeure 
uniforme, et ne dépasse pas environ 30 minutes, car la teneur en ATP est 
supposée diminuer progressivement à partir de l#euthanasie (12). Ainsi, l#en
semble des procédures entre l#excision des ganglions lymphatiques auricu
laires et les mesures d#ATP seront réalisées en 20 minutes d#après un 
programme préétabli valable pour tous les animaux. Il convient de déter
miner la luminescence due à l#ATP dans chacun des échantillons de 2 mL, 
soit deux mesures d#ATP par souris. La moyenne de ces résultats est alors 
établie et utilisée dans les calculs suivants (voir paragraphe 30). 

OBSERVATIONS 

Observations cliniques 

28. Au moins une fois par jour, l#expérimentateur examine attentivement chaque 
souris afin de déceler d#éventuels signes cliniques, se traduisant par une 
irritation locale sur le site d#application ou une toxicité systémique. Toutes 
les observations sont systématiquement consignées pour chaque souris. Les 
programmes de suivi intègrent les critères permettant d#identifier rapidement 
les souris montrant des signes de toxicité systémique, d#irritation cutanée 
locale excessive ou de corrosion de la peau, afin qu#elles puissent être 
euthanasiées (36). 

Poids corporels 

29. Comme indiqué au paragraphe 25, le poids corporel de chaque animal est 
mesuré au début de l#essai et au moment programmé pour l#euthanasie. 

CALCUL DES RÉSULTATS 

30. Les résultats obtenus pour chaque groupe de traitement sont exprimés par un 
indice de stimulation (IS) moyen. Cet IS s#obtient en divisant la moyenne 
des RLU/souris dans chaque groupe ayant reçu la substance d#essai ou le TP 
par la moyenne des RLU/souris dans le groupe témoin traité avec le 
solvant/TV. L#IS moyen pour les TV est alors égal à 1. 
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31. Un résultat est considéré comme positif lorsque IS  1,8 (10). Toutefois, 
l#intensité de la relation dose-effet, la signification statistique et la cohérence 
des réponses obtenues avec le solvant/véhicule et le TP constituent autant de 
facteurs pour décider si un résultat limite (c#est-à-dire un IS situé entre 1,8 et 
2,5) est jugé positif (2) (3) (37). 

32. En cas de réponse positive limite (IS entre 1,8 et 2,5), les expérimentateurs 
sont invités à examiner des paramètres supplémentaires comme la relation 
dose-effet, les manifestations de toxicité systémique ou d#irritation excessive, 
et, le cas échéant, la signification statistique pour définitivement conclure à 
un résultat positif (10). Diverses propriétés de la substance d#essai sont aussi 
prises en compte, parmi lesquelles une éventuelle analogie structurelle avec 
des sensibilisants cutanés connus, le déclenchement d#une irritation cutanée 
excessive chez la souris, et la nature de la relation dose-effet observée. Ces 
considérations, ainsi que d#autres, sont examinées en détail dans un autre 
document (4). 

33. Le relevé des données pour chaque souris permet de déterminer statistique
ment l#existence et l#intensité d#une relation dose-effet dans les résultats. 
Tout traitement statistique peut comprendre une évaluation de la relation 
dose-effet ainsi que des comparaisons des groupes d#essai convenablement 
adaptées (par exemple, comparaisons par paires des groupes de dose avec le 
groupe solvant/véhicule témoin concurrent). Les analyses statistiques peuvent 
notamment inclure une régression linéaire ou le test de William pour étudier 
la fonction dose-effet, ainsi que le test de Dunnett pour les comparaisons par 
paires. Pour choisir une méthode appropriée d#analyse statistique, il faut être 
conscient du risque d#inégalité des variances et d#autres problèmes connexes 
qui pourraient nécessiter une transformation des données ou une analyse 
statistique non paramétrique. Quoi qu#il en soit, on peut être amené à 
calculer les indices de stimulation et effectuer les traitements statistiques 
avec ou sans certains points de données (parfois appelés «valeurs aber
rantes»). 

RÉSULTATS ET RAPPORTS 

Résultats 

34. Les résultats sont récapitulés sous forme de tableau présentant les RLU pour 
chaque animal, la moyenne des RLU/animal pour chaque groupe, la marge 
d#erreur associée (par exemple, écart type, erreur type de la moyenne) et 
l#indice de stimulation moyen pour chaque groupe de dose par rapport au 
groupe solvant/véhicule témoin concurrent. 

Rapport d"essai 

35. Le rapport d#essai contient les informations suivantes: 

Substance et mélanges chimique d#essai et substances et mélanges chimiques 
témoins: 

! données d#identification (par exemple numéro CAS et numéro CE, 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 consti
tuants. 

Solvant/véhicule: 

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

! justification du choix du véhicule. 
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Animaux d#essai: 

! source des souris CBA, 

! état microbiologique des animaux, s#il est connu, 

! nombre et âge des animaux, 

! source, conditions d#encagement, régime alimentaire, etc. 

Conditions d#essai: 

! source, numéro de lot, données fournies par le fabricant sur l#assurance 
qualité/le contrôle qualité du kit ATP, 

! détails concernant la préparation et l#application de la substance d#essai, 

! justification du choix des doses (y compris résultats de l#essai prélimi
naire, le cas échéant), 

! concentrations utilisées pour le véhicule et la substance d#essai, et quan
tité totale de substance d#essai appliquée, 

! détails concernant la nourriture et la qualité de l#eau (y compris type et 
source de nourriture et provenance de l#eau), 

! détails concernant le programme de traitement et d#échantillonnage, 

! méthodes de détermination de la toxicité, 

! critères de décision concernant les études positives ou négatives, 

! détails concernant tout écart par rapport au protocole et explication de la 
manière dont l#écart modifie la conception de l#essai et ses résultats. 

Vérification de la fiabilité: 

! résumé des résultats du plus récent test de fiabilité, notamment informa
tions sur la substance d#essai, sa concentration et le véhicule utilisé, 

! résultats des témoins spécifiques au laboratoire pour le TP concurrent 
et/ou historique ainsi que pour le TN concurrent (solvant/véhicule), 

! en l#absence d#un TP concurrent, date et rapport de laboratoire du dernier 
essai périodique du TP, et rapport détaillant les résultats historiques du 
TP spécifiques au laboratoire de manière à justifier pourquoi aucun TP 
concurrent n#a été mis en "uvre. 

Résultat: 

! poids corporel de chaque souris au lancement du traitement et au moment 
programmé pour l#euthanasie; moyenne et marge d#erreur associée (par 
exemple, écart type, erreur type de la moyenne) pour chaque groupe de 
dose, 

! moment du déclenchement des effets et signes de toxicité, y compris 
l#irritation cutanée au site d#administration, pour chaque animal, 

! heure de la mise à mort de l#animal et heure de la mesure d#ATP pour 
chaque animal, 

! tableau des RLU et IS par souris pour chaque groupe de dose, 

! moyenne et marge d#erreur associée (par exemple, écart type, erreur type 
de la moyenne) des RLU/souris pour chaque groupe de dose, et résultats 
de l#analyse des valeurs aberrantes au sein de chacun d#eux, 
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! indices de stimulation obtenus, et détermination appropriée de la varia
bilité prenant en compte les variations entre animaux à la fois dans les 
groupes ayant reçu la substance d#essai et dans les groupes témoins, 

! relation dose-effet, 

! analyses statistiques, s#il y a lieu. 

Discussion des résultats: 

! bref commentaire sur les résultats, analyse de la relation dose-effet et 
analyses statistiques, s#il y a lieu, et conclusion quant au fait de savoir si 
la substance d#essai doit être considérée comme un sensibilisant cutané. 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Assurance qualité: procédé de gestion dans lequel le respect des normes d#essai, 
des obligations du laboratoire et des procédures d#enregistrement des données, 
ainsi que la précision du transfert des données, sont évalués par des personnes 
indépendantes de celles qui réalisent les essais. 

Faux négatif: substance identifiée à tort comme négative ou inactive à l#issue de 
l#essai, alors qu#elle est en fait positive ou active. 

Faux positif: substance identifiée à tort comme positive ou active à l#issue de 
l#essai, alors qu#elle est en fait négative ou inactive. 

Fiabilité: mesure dans laquelle la mise en "uvre d#une méthode d#essai peut être 
reproduite au fil du temps par un même laboratoire ou par plusieurs laboratoires 
en utilisant le même protocole. Elle est évaluée en calculant la reproductibilité 
intralaboratoire et interlaboratoires (38). 

Indice de stimulation (IS): paramètre d#évaluation du pouvoir de sensibilisation 
cutanée d#une substance d#essai, calculé comme le quotient de la prolifération 
mesurée dans les groupes traités sur celle du groupe témoin concurrent recevant 
le véhicule. 

Précision: degré de conformité entre les résultats de la méthode d#essai et les 
valeurs de référence acceptées. Elle constitue une mesure de performance de la 
méthode d#essai et l#un des aspects de sa pertinence. Ce terme est souvent utilisé 
indifféremment à la place de «concordance» pour qualifier la proportion de 
résultats corrects d#une méthode d#essai (38). 

Reproductibilité interlaboratoires: mesure du degré auquel différents laboratoires 
qualifiés qui emploient le même protocole et testent les mêmes substances d#essai 
peuvent produire des résultats similaires en termes de qualité et de quantité. La 
reproductibilité interlaboratoires est déterminée au cours des processus de préva
lidation et de validation, et indique dans quelle mesure un essai peut être trans
féré sans problème entre laboratoires. On parle aussi de reproductibilité entre 
laboratoires (38). 

Reproductibilité intralaboratoire: détermination du degré auquel divers membres 
du personnel qualifié d#un même laboratoire réussissent à obtenir des résultats 
identiques en ayant recours à un protocole spécifique à des moments différents. 
On parle aussi de reproductibilité au sein du laboratoire (38). 

Risque: éventualité d#un effet indésirable sur la santé ou l#environnement. L#effet 
indésirable se manifeste uniquement lorsque le niveau d#exposition est suffisant. 

Sensibilisation cutanée: processus immunologique résultant de l#exposition 
topique d#un sujet sensible à un allergène chimique inducteur, et qui se traduit 
par une réaction immunologique cutanée pouvant entraîner le développement 
d#une sensibilisation de contact. 

Substance d!essai (également dénommée substance chimique d!essai): toute subs
tance et tout mélange testés selon la présente méthode d#essai. 

Substance étalon: substance sensibilisante ou non sensibilisante utilisée comme 
référence pour comparer les effets d#une substance d#essai. Une substance étalon 
présente les propriétés suivantes: i) source(s) régulières et fiables; ii) similitude 
structurale et fonctionnelle avec la catégorie des substances à tester; iii) caracté
ristiques physico-chimiques connues; iv) données confirmant les effets connus; et 
v) puissance connue dans l#intervalle de la réponse désirée. 

Valeur aberrante: une valeur aberrante est une valeur observée qui diffère nette
ment des autres valeurs dans un échantillon aléatoire d#une population. 
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B.51. SENSIBILISATION CUTANÉE: ESSAI DE STIMULATION 
LOCALE DES GANGLIONS LYMPHATIQUES: BRDU-ELISA 

INTRODUCTION 

1. Les lignes directrices de l#OCDE pour les essais de produits chimiques et 
les méthodes d#essai de l#Union européenne sont régulièrement mises à jour 
à la lumière des progrès scientifiques, de l#évolution des exigences régle
mentaires et de considérations relatives au bien-être des animaux. La 
première méthode d#essai (B.42) visant à déterminer la sensibilisation 
cutanée chez la souris, c#est-à-dire l#essai de stimulation locale des 
ganglions lymphatiques (ELGL, LD 429 de l#OCDE) a été révisée (1) et 
chapitre B.42 de la présente annexe). Les détails de la validation de l#ELGL 
et une synthèse des travaux qui y sont associés ont été publiés (2) (3) (4) 
(5) (6) (7) (8) (9). La méthode ELGL s#appuie sur un marquage radioiso
topique par la thymidine ou l#iode pour mesurer la prolifération des 
lymphocytes, ce qui limite son application dans les régions où l#acquisition, 
l#utilisation et l#élimination de produits radioactifs posent problème. 
L#ELGL: BrdU-ELISA [Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ou 
dosage d#immunoadsorption par enzyme liée] constitue une variante non 
radioactive de la méthode d#essai ELGL, qui fait appel à la 5-bromo-2- 
désoxyuridine (BrdU) (N o CAS [Chemical Abstracts Service] 59-14-3) non 
radiomarquée dans un essai de type ELISA pour mesurer la prolifération 
des lymphocytes. La méthode ELGL: BrdU-ELISA a été validée, puis 
évaluée et recommandée par un groupe international d#experts indépen
dants, qui a reconnu son utilité pour identifier, dans certaines limites, les 
substances ayant ou non un effet sensibilisant sur la peau (10) (11) (12). La 
présente méthode d#essai permet d#évaluer le pouvoir de sensibilisation 
cutanée de produits chimiques (substances et mélanges) chez les animaux. 
Le chapitre B.6 de la présente annexe et la LD 406 de l#OCDE font appel à 
des essais sur cobayes, notamment l#essai de maximisation sur le cobaye et 
l#essai de Buehler (13). L#ELGL (chapitre B.42 de la présente annexe, LD 
429 de l#OCDE) et ses deux variantes non radioactives, ELGL: 
BrdU-ELISA (chapitre B.51 de la présente annexe, LD 442 B de 
l#OCDE) et ELGL: DA (chapitre B.50 de la présente annexe, LD 442 A 
de l#OCDE), sont plus intéressantes que les essais sur cobayes décrits dans 
le chapitre B.6 et dans la LD 406 de l#OCDE (13) en termes de réduction et 
de raffinement de l#utilisation des animaux. 

2. À l#instar de l#ELGL, la méthode ELGL: BrdU-ELISA s#intéresse à la 
phase d#induction de la sensibilisation cutanée et fournit des données quan
titatives permettant d#évaluer la relation dose-effet. Par ailleurs, en détectant 
les sensibilisants cutanés sans recourir au radiomarquage de l#ADN, cette 
technique évite les risques professionnels liés à l#exposition aux rayonne
ments et les problèmes de gestion des déchets. En contrepartie, elle pourrait 
se traduire par une hausse du nombre de souris utilisées pour repérer les 
sensibilisants cutanés, entraînant néanmoins la diminution du nombre de 
cobayes mis à contribution à ces mêmes fins (d#après le chapitre B.6, LD 
406 de l#OCDE) (13). 

DÉFINITIONS 

3. Les définitions utilisées sont données à l#appendice 1. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

4. La méthode ELGL: BrdU-ELISA est une variante de l#ELGL visant à 
identifier les substances chimiques susceptibles d#induire une sensibilisation 
cutanée, dans un cadre précis. Cela n#implique pas que l#ELGL: 
BrdU-ELISA doive systématiquement remplacer l#ELGL classique ou les 
essais sur cobayes (chapitre B.6, LD 406 de l#OCDE) (13), mais plutôt qu#il 
s#agit d#un outil d#une qualité égale pouvant se substituer à ces méthodes, et 
dont les résultats positifs et négatifs n#ont généralement plus besoin de 
confirmation supplémentaire (10) (11). Avant de procéder à l#essai, le 
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laboratoire rassemble toutes les informations disponibles sur la substance 
d#essai, à savoir son identité et sa structure chimiques, ses propriétés 
physico-chimiques, les résultats de tous les autres essais de toxicité in 
vitro et in vivo, et les données toxicologiques sur des analogues de struc
ture. Ces informations servent à déterminer s#il est pertinent d#appliquer la 
méthode ELGL: BrdU-ELISA avec la substance d#essai considérée [étant 
donné l#incompatibilité de certains types de substances chimiques avec 
l#ELGL: BrdU-ELISA (voir paragraphe 5)], et aider à choisir les doses 
appropriées. 

5. La méthode ELGL: BrdU-ELISA, mise en "uvre in vivo, ne met donc pas 
un terme à l#utilisation des animaux pour évaluer la sensibilisation aller
gique par contact. Néanmoins, comparée aux essais avec cobayes (chapitre 
B.6, LD 406 de l#OCDE), elle est susceptible de réduire le nombre d#ani
maux utilisés à cette même fin (13). En outre, l#ELGL: BrdU-ELISA 
propose un raffinement important de l#utilisation des animaux pour 
évaluer la sensibilisation allergique par contact, dans la mesure où, à la 
différence du chapitre B.6 et de la LD 406 de l#OCDE, l#ELGL: 
BrdU-ELISA n#est pas fondé sur le déclenchement de réactions d#hyper
sensibilité cutanée par une exposition de déclenchement. De plus, l#ELGL: 
BrdU-ELISA ne requiert aucun adjuvant, contrairement à l#essai de maxi
misation sur le cobaye (chapitre B.6 de la présente annexe, 13). Cette 
méthode permet donc de réduire le stress des animaux. Malgré les avan
tages de l#ELGL: BrdU-ELISA par rapport au chapitre B.6 et à la LD 406 
de l#OCDE (13), certaines limites peuvent imposer de privilégier l#utilisa
tion du chapitre B6 ou de la LD 406 de l#OCDE (13) [par exemple, essai de 
certains métaux, résultats faussement positifs avec certaines substances irri
tantes pour la peau, en particulier des tensioactifs (6) (1 et chapitre B.42 de 
la présente annexe), solubilité de la substance d#essai]. De surcroît, certaines 
substances chimiques ou familles de substances chimiques comprenant des 
groupements fonctionnels dont il est démontré qu#ils peuvent être des 
facteurs de confusion (15) peuvent aussi imposer le recours aux essais 
avec cobayes (B.6, LD 406 de l#OCDE) (13). Il est recommandé de consi
dérer les limites identifiées pour l#ELGL (1 et chapitre B.42 de la présente 
annexe) comme étant également valables pour l#ELGL: BrdU-ELISA (10). 
Dans ces limites, l#ELGL: BrdU-ELISA est applicable à tout produit 
chimique qui ne présente pas de propriétés susceptibles d#affecter la préci
sion de l#essai. De plus, il convient de prendre en compte l#éventualité de 
résultats positifs limites pour lesquels l#indice de stimulation (IS) est situé 
entre 1,6 et 1,9 (voir paragraphes 31-32). En effet, d#après la base de 
données de validation portant sur 43 substances présentant un IS  1,6 
(voir paragraphe 6), l#ELGL: BrdU-ELISA a correctement identifié l#en
semble des 32 sensibilisants (d#après l#ELGL), mais a donné des résultats 
positifs pour deux des 11 substances non sensibilisantes (d#après ELGL) 
présentant un indice de stimulation compris entre 1,6 et 1,9 (c#est-à-dire des 
résultats positifs limites) (10). Cependant, comme le même ensemble de 
données a été utilisé pour établir les valeurs IS et pour calculer les 
propriétés prédictives de l#essai, les résultats indiqués pourraient surestimer 
les propriétés prédictives réelles. 

PRINCIPE DE LA MÉTHODE D#ESSAI 

6. L#ELGL: BrdU-ELISA repose sur le principe que les sensibilisants indui
sent une prolifération primaire de lymphocytes dans les ganglions lympha
tiques drainant le site de l#application de la substance d#essai. Cette proli
fération est proportionnelle à la dose appliquée et à la puissance de l#aller
gène et permet d#obtenir facilement une mesure quantitative de la sensibi
lisation. Pour mesurer la prolifération, on compare la prolifération moyenne 
de chaque groupe d#essai à la prolifération moyenne du groupe témoin traité 
avec le véhicule (TV). On calcule le quotient de la prolifération moyenne 
dans chaque groupe traité sur celle dans le groupe TV concurrent pour 
obtenir l#indice de stimulation (IS); si cette valeur est supérieure ou égale 
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à 1,6, on peut ensuite poursuivre l#évaluation du pouvoir de sensibilisation 
cutanée de la substance d#essai. Les procédures décrites ici s#appuient sur la 
quantification de la BrdU pour indiquer l#augmentation du nombre de 
cellules en prolifération dans les ganglions lymphatiques auriculaires de 
drainage. La BrdU est un analogue de la thymidine qui s#incorpore de la 
même manière dans l#ADN de cellules en prolifération. L#incorporation de 
la BrdU est quantifiée par ELISA, grâce à un anticorps spécifique de la 
BrdU marqué par la peroxydase. Cette enzyme réagit ensuite avec un subs
trat ajouté spécialement pour produire un composé coloré, dosé avec un 
lecteur de plaque de microtitrage à une absorbance donnée. 

DESCRIPTION DE L#ESSAI 

Choix des espèces animales 

7. L#espèce retenue pour cet essai est la souris. Les études de validation de 
l#ELGL: BrdU-ELISA ont été menées exclusivement avec la souche 
CBA/JN, qui sera donc privilégiée pour cet essai (10) (12). On utilise de 
jeunes femelles adultes, nullipares et non gravides. Au début de l#étude, les 
animaux sont âgés de 8 à 12 semaines et affichent une variation de poids 
minime entre eux n#excédant pas 20 pour cent du poids. Il est aussi possible 
d#utiliser d#autres souches ainsi que des mâles s#il existe suffisamment 
d#informations démontrant l#absence de différences significatives entre les 
souches et/ou les sexes en ce qui concerne la réaction à l#ELGL: 
BrdU-ELISA. 

Conditions d"hébergement et d"alimentation 

8. Les souris sont hébergées par groupes (16), sauf si une raison scientifique 
pertinente exige un encagement individuel. La température de l#animalerie 
d#expérience est maintenue à 22 °C ± 3 °C. L#humidité relative atteint au 
moins 30 % et de préférence ne dépasse pas 70 % en dehors des moments 
où le local est nettoyé, l#idéal étant qu#elle soit maintenue aux alentours de 
50-60 %. L#éclairage est artificiel, alternant 12 heures de lumière et 12 
heures d#obscurité. Les animaux peuvent être alimentés par un régime 
classique de laboratoire avec eau potable à satiété. 

Préparation des animaux 

9. 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 commencement du traitement 
afin qu#ils s#acclimatent aux conditions du laboratoire. Avant de commencer 
le traitement, on examine tous les animaux pour vérifier qu#ils ne présentent 
pas de lésions cutanées observables. 

Préparation des solutions d"essai 

10. Les substances chimiques solides sont dissoutes ou dispersées dans des 
solvants/véhicules puis diluées, s#il y a lieu, avant d#être appliquées sur 
l#oreille des souris. Les substances chimiques liquides peuvent être appli
quées pures ou préalablement diluées. Les substances chimiques insolubles, 
comme celles que l#on rencontre généralement dans les dispositifs médi
caux, sont soumises à une extraction forcée à l#aide d#un solvant approprié 
pour faire ressortir tous les composants extractibles qu#il est possible d#éva
luer, avant l#application sur l#oreille des souris. Les substances d#essai sont 
préparées chaque jour à moins que les données concernant la stabilité ne 
démontrent qu#elles peuvent être stockées. 

Contrôle de la fiabilité 

11. Les témoins positifs (TP) servent à démontrer le bon fonctionnement de 
l#essai en répondant de manière adéquate et reproductible à une substance 
d#essai sensibilisante pour lequel l#ordre de grandeur des effets est bien 
connu. Il est recommandé d#inclure un TP concurrent puisqu#il démontre 
la capacité du laboratoire à mener chaque essai correctement, et permet 
d#évaluer la comparabilité et la reproductibilité intra- et interlaboratoires. 
Par ailleurs, dans la mesure où certaines autorités réglementaires exigent un 
TP dans chaque essai, les expérimentateurs sont encouragés à consulter les 

M3 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 747



 

autorités concernées avant de mener l#ELGL: BrdU-ELISA. De même, le 
recours systématique à un TP concurrent est recommandé pour éviter 
d#avoir à réaliser des essais supplémentaires sur animaux, ce qui est 
parfois exigé lorsqu#un laboratoire se réfère à un TP testé périodiquement 
(voir paragraphe 12). Le TP doit réagir positivement à l#ELGL: 
BrdU-ELISA pour un niveau d#exposition supposé accroître l#indice de 
stimulation supérieur d#au moins 1,6 point par rapport au groupe témoin 
négatif (TN). La dose de TP sera choisie de manière à ne pas entraîner 
d#irritation cutanée excessive ou de toxicité systémique, l#induction devant 
être reproductible sans être exagérée (un IS > 14 sera considéré comme 
excessif, par exemple). Les TP utilisés en priorité sont l#hexyl cinnamaldé
hyde à 25 % (N o CAS 101-86-0) et l#eugénol à 25 % (N o CAS 97-53-0) 
dans un mélange acétone/huile d#olive (4:1, v/v). Dans certains cas, d#autres 
témoins positifs répondant aux critères susmentionnés pourront être 
employés, à condition que ce choix soit correctement justifié. 

12. Si l#inclusion d#un groupe TP concurrent demeure recommandée, des essais 
périodiques (à intervalles  6 mois) du TP peuvent dans certains cas 
convenir pour les laboratoires menant régulièrement (c#est-à-dire au moins 
une fois par mois) des ELGL: BrdU-ELISA et disposant d#une base de 
données de référence montrant que le laboratoire est apte à obtenir des 
résultats précis et reproductibles avec les TP. La capacité d#un laboratoire 
à mener l#ELGL: BrdU-ELISA est efficacement démontrée quand le TP 
déclenche des résultats positifs cohérents à l#issue d#un minimum de 10 
essais indépendants étalés sur une période raisonnable (c#est-à-dire infé
rieure à un an). 

13. Il convient d#inclure un groupe TP concurrent à chaque fois que le proto
cole de l#ELGL: BrdU-ELISA est modifié (par exemple si des modifications 
interviennent au niveau du personnel qualifié, des composés et/ou des réac
tifs utilisés pour la méthode d#essai, de l#équipement mis à contribution, ou 
de la source d#animaux d#expérience), et ces changements seront docu
mentés dans les rapports de laboratoire. Il faudra tenir compte de l#impact 
de ces changements sur la validité des données de la base historique pour 
décider de l#opportunité d#établir une autre base de données afin d#évaluer 
la cohérence des nouveaux résultats relatives au TP. 

14. Les investigateurs gardent à l#esprit que tester le TP périodiquement plutôt 
que systématiquement comme concurrent pèse sur la précision et l#accep
tabilité des résultats négatifs obtenus à l#issue d#un essai sans TP concurrent 
réalisé dans l#intervalle entre chaque essai périodique du TP. Par exemple, 
si un essai périodique du TP donne un faux négatif, l#ensemble des résultats 
négatifs obtenus depuis le dernier essai de TP valable pourront être remis en 
question. Il faut donc soigneusement considérer les implications de telles 
retombées avant de décider si les TP seront des concurrents systématiques 
ou s#ils feront l#objet d#essais périodiques. Par ailleurs, le nombre d#ani
maux du groupe du TP concurrent sera réduit si cela se justifie du point de 
vue scientifique et si le laboratoire démontre, en s#appuyant sur ses propres 
données historiques, que l#on peut utiliser moins de souris (17). 

15. Quoique le témoin positif soit testé dans un véhicule produisant un effet 
constant (par exemple acétone: huile d#olive, 4:1, v/v), certaines situations 
réglementaires peuvent aussi nécessiter l#essai avec un véhicule moins 
courant (mélange cliniquement ou chimiquement pertinent) (18). Si le TP 
concurrent est testé avec un véhicule différent de celui de la substance 
d#essai, il convient de mettre en place un TV indépendant pour le TP 
concurrent. 
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16. Lorsqu#il s#agit d#évaluer des substances d#essai appartenant à une classe 
chimique particulière ou donnant des résultats situés dans une certaine 
fourchette, des substances étalons peuvent s#avérer utiles pour montrer 
que la méthode d#essai fonctionne correctement et permet de détecter le 
pouvoir de sensibilisation cutanée de ces types de composés. Les substances 
étalons adaptées présentent les propriétés suivantes: 

! similitude structurale et fonctionnelle avec la catégorie des substances à 
tester, 

! caractéristiques physiques et chimiques connues, 

! données obtenues avec l#ELGL: BrdU-ELISA, 

! données obtenues avec d#autres modèles animaux et/ou l#être humain. 

MODE OPÉRATOIRE 

Nombre d"animaux et doses 

17. On utilise au moins quatre animaux par groupe de dose, et un minimum de 
trois concentrations de la substance d#essai, ainsi qu#un groupe TN concur
rent ne recevant que le véhicule de cette substance et un TP (concurrent ou 
récent selon les pratiques du laboratoire, voir paragraphes 11-15). On peut 
envisager de tester différentes doses de TP, en particulier quand celui-ci ne 
fait l#objet que d#essais périodiques. Mis à part l#absence de traitement par 
la substance d#essai, les animaux des groupes témoins sont manipulés et 
traités de la même manière que les animaux des groupes d#essai. 

18. La sélection des doses et du véhicule suit les recommandations données 
dans les références 2 et 19. Les doses successives sont normalement choi
sies dans une série de concentrations appropriées telles que 100 %, 50 %, 
25 %, 10 %, 5 %, 2.5 %, 1 %, 0,5 %, etc. Le choix de la série utilisée est 
scientifiquement justifié. Le cas échéant, toutes les informations existantes 
d#ordre toxicologique (par exemple sur la toxicité aiguë et l#irritation cuta
née), structural et physico-chimique sur la substance d#essai en question 
(et/ou ses analogues de structure) sont prises en compte pour choisir les 
trois concentrations successives de manière que la plus élevée d#entre elles 
offre une exposition maximale tout en évitant la toxicité systémique et/ou 
une irritation cutanée locale excessive (19) (20 et chapitre B.4 de la présente 
annexe). En l#absence de telles informations, un essai préliminaire peut 
s#avérer nécessaire (voir paragraphes 21-24). 

19. Il convient que le véhicule ne perturbe pas et n#introduise pas un biais dans 
les résultats du test. Il doit être choisi de manière à optimiser la solubilité 
pour obtenir la concentration la plus élevée possible dans la préparation 
d#une solution/suspension adaptée à l#application de la substance d#essai. 
Les véhicules recommandés sont le mélange acétone/huile d#olive (4:1, v/v), 
le N,N-diméthylformamide, la méthyléthylcétone, le propylèneglycol et le 
diméthylsulfoxyde (6) mais d#autres véhicules pourront également être 
utilisés à condition que ce choix soit suffisamment étayé sur le plan scien
tifique. Certaines situations réclament un témoin supplémentaire, à savoir un 
solvant qui se justifie sur le plan clinique ou le mélange dans lequel la 
substance d#essai est commercialisée. L#expérimentateur veille tout particu
lièrement à ce que les substances d#essai hydrophiles soient incorporées à 
un véhicule qui mouille la peau et ne ruisselle pas immédiatement, ce qui 
peut nécessiter l#ajout de solubilisants appropriés (par exemple Pluronic® 
L92 à 1 %). Il convient donc d#éviter les véhicules totalement aqueux. 
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20. Le traitement des ganglions lymphatiques de chaque souris permet d#évaluer 
la variabilité entre individus et de comparer statistiquement les réponses 
induites par la substance d#essai et par le véhicule témoin (voir paragraphe 
33). En outre, il n#est envisageable de réduire le nombre d#animaux du 
groupe TP qu#en se fondant sur des données individuelles (17). Du reste, 
certaines autorités réglementaires exigent la collecte de données pour 
chaque animal. Relever régulièrement les données propres à chaque indi
vidu contribue au bien-être des animaux en évitant les essais dupliqués qui 
seraient nécessaires si les résultats obtenus d#une autre manière (par 
exemple avec des données par groupe d#animaux) devaient être soumis à 
des autorités réglementaires ayant d#autres exigences (en particulier la four
niture de données individuelles). 

Essai préliminaire 

21. En l#absence d#informations permettant d#estimer la concentration d#essai 
maximale (voir paragraphe 18), il convient d#effectuer un essai préliminaire 
afin de déterminer le niveau des doses adaptées à l#ELGL: BrdU-ELISA. 
Cet essai préliminaire aide à quantifier la dose maximale à mettre en "uvre 
dans l#ELGL: BrdU-ELISA lorsqu#on ne dispose pas d#informations sur la 
concentration induisant une toxicité systémique (voir paragraphe 24) et/ou 
une irritation cutanée locale excessive (voir paragraphe 23). Cette concen
tration maximum de la substance d#essai est de 100 % pour les liquides, ou 
la plus élevée possible pour les solides et les suspensions. 

22. Les conditions de l#essai préliminaire sont les mêmes que celles de l#ELGL: 
BrdU-ELISA, à ceci près qu#il n#y a pas d#évaluation de la prolifération 
dans les ganglions lymphatiques et que l#on peut inclure moins d#animaux 
par groupe de dose. En effet, on suggère d#utiliser seulement un à deux 
individus par groupe de dose. Il convient d#examiner toutes les souris 
quotidiennement afin de déceler d#éventuels signes cliniques de toxicité 
systémique ou d#irritation locale sur le site d#application. Les poids corpo
rels sont consignés préalablement à l#essai et juste avant la fin de l#essai 
(sixième jour). On examine les deux oreilles de chaque souris pour détecter 
la présence d#un éventuel érythème, le résultat étant noté conformément à 
l#échelle figurant dans le tableau 1 (20 et chapitre B.4 de la présente 
annexe). L#épaisseur de l#oreille est mesurée à l#aide d#une jauge d#épais
seur (par exemple micromètre numérique ou jauge d#épaisseur Peacock 
Dial) le premier jour (avant toute application), le troisième jour (environ 
48 heures après la première dose) et le sixième jour. De plus, au sixième 
jour, cette épaisseur peut être déterminée à partir du poids d#un échantillon 
d#oreille, prélevé après l#euthanasie des animaux. Les irritations locales 
excessives se traduisent par une cotation de l#érythème  3 et/ou un épais
sissement de l#oreille d#au moins 25 %, quel que soit le jour de la mesure 
(21) (22). La dose maximale choisie pour l#étude ELGL: BrdU-ELISA 
principale sera la dose immédiatement inférieure dans la série de concen
trations utilisée pour l#essai préliminaire (voir paragraphe 18) qui n#induit 
pas une toxicité systémique et/ou une irritation cutanée locale excessive. 

Tableau 1 

Cotation de l"érythème 

Observation Résultat 

Pas d#érythème 0 

Érythème très léger (à peine perceptible) 1 

Érythème bien défini 2 
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Observation Résultat 

Érythème modéré à grave 3 

Érythème grave (rouge violacé) à formation d#escarre empê
chant la cotation de l#érythème 

4 

23. Outre un épaississement de l#oreille de 25 % (21) (22), une augmentation 
statistiquement significative de l#épaisseur de l#oreille chez les souris trai
tées par rapport aux individus témoins a également été utilisée pour iden
tifier des produits irritants dans l#ELGL (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28). 
Cependant, les augmentations statistiquement significatives inférieures à 
25 % ne sont pas systématiquement associées à une irritation excessive 
(25) (26) (27) (28) (29). 

24. Les observations cliniques suivantes peuvent indiquer une toxicité systé
mique (30) dans le cadre d#une évaluation intégrée, et ainsi permettre d#es
timer la dose maximale à utiliser dans l#ELGL: BrdU-ELISA: modifications 
des fonctions nerveuses (par exemple, piloérection, ataxie, tremblements et 
convulsions); changements du comportement (par exemple, agressivité, acti
vités de toilettage modifiées, changement marqué d#intensité de l#activité); 
troubles respiratoires (en termes de fréquence et d#intensité de la respiration, 
sous forme de dyspnée, halètements ou râles), et modifications de la 
consommation d#aliments et d#eau. En outre, l#évaluation prendra en 
compte les éléments suivants: signes de léthargie et/ou absence de récepti
vité, et tout signe clinique autre qu#une douleur et un stress légers ou 
passagers; baisse du poids corporel > 5 % entre le premier et le sixième 
jour; mortalité. Les animaux moribonds ou montrant des signes de douleur 
et de stress aigus sont euthanasiés (31). 

Programme expérimental de l"étude principale 

25. Le programme expérimental se déroule comme suit: 

! Premier jour: Mesurer et consigner le poids de chaque animal ainsi que 
toute observation clinique. Appliquer 25 L d#une dilution adaptée de 
la substance d#essai, du véhicule seul ou du TP (concurrent ou récent 
selon les pratiques du laboratoire, voir paragraphes 11-15) au dos de 
chaque oreille. 

! Deuxième et troisième jours: Répéter la procédure d#application prati
quée le premier jour. 

! Quatrième jour: Aucun traitement. 

! Cinquième jour: Injecter 0,5 mL (5 mg/souris) d#une solution de BrdU 
(10 mg/mL) par voie intrapéritonéale. 

! Sixième jour: Noter le poids de chaque animal ainsi que toute obser
vation clinique. Euthanasier les animaux environ 24 heures (24 h) après 
l#injection de BrdU. Exciser les ganglions lymphatiques auriculaires de 
drainage de chaque oreille de souris et les placer séparément dans une 
solution saline tamponnée au phosphate [phosphate buffered 
saline] (PBS). Les détails et diagrammes relatifs à l#identification et à 
la dissection des ganglions lymphatiques sont présentés dans la réfé
rence (17). Pour approfondir le suivi de la réponse cutanée locale dans 
l#essai principal, des paramètres supplémentaires comme la cotation de 
l#érythème auriculaire ou les mesures de l#épaisseur de l#oreille (obte
nues à l#aide d#une jauge d#épaisseur ou par pesée d#échantillons 
d#oreilles après nécropsie) peuvent être inclus dans le protocole d#étude. 
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Préparation des suspensions cellulaires 

26. Pour chaque souris, les cellules de ganglions lymphatiques (CGL) excisés 
bilatéralement sont dispersées par le biais d#une désagrégation mécanique 
douce à travers un tamis en acier inoxydable à 200 microns, ou de toute 
autre technique acceptable pour obtenir une suspension unicellulaire (par 
exemple en broyant les ganglions dans un mortier en plastique jetable avant 
de les passer dans un tamis en nylon de 70 microns). La procédure de 
dispersion des CGL constitue une étape cruciale de l#essai, et est maîtrisée 
préalablement par chaque opérateur. En outre, les ganglions lymphatiques 
des animaux du groupe TN étant petits, il importe de les manipuler avec 
précaution afin d#éviter toute perturbation des valeurs IS. Dans chaque cas, 
le volume de suspension de CGL visé correspond à un volume optimisé 
préétabli (environ 15 mL). Le volume optimisé est celui pour lequel l#ab
sorbance moyenne du groupe TN se situe entre 0,1 et 0,2. 

Détermination de la prolifération cellulaire (quantification de la BrdU dans 
l"ADN des lymphocytes) 

27. La BrdU est quantifié à l#aide d#un kit de dosage ELISA commercial (par 
exemple Roche Applied Science, Mannheim, Allemagne, référence 11 647 
229 001). Placer rapidement 100 L de suspension de CGL dans les puits 
d#une microplaque à fond plat, en triplicats. Après fixation et dénaturation 
des CGL, ajouter les anticorps anti-BrdU dans chaque puits et laisser réagir. 
Éliminer ensuite les anticorps anti-BrdU par lavage, puis ajouter la solution de 
substrat et laisser le chromogène être synthétisé. Mesurer l#absorbance à 370 
nm, pour une longueur d#onde de référence fixée à 492 nm. Dans tous les cas, il 
convient d#optimiser les conditions de l#essai (voir paragraphe 26). 

OBSERVATIONS 

Observations cliniques 

28. Au moins une fois par jour, l#expérimentateur examine attentivement 
chaque souris afin de déceler d#éventuels signes cliniques, se traduisant 
par une irritation locale sur le site d#application ou une toxicité systémique. 
Toutes les observations sont systématiquement consignées pour chaque 
souris. Les programmes de suivi intègrent les critères permettant d#identifier 
rapidement les souris montrant des signes de toxicité systémique, d#irritation 
excessive ou de corrosion locale de la peau, afin qu#elles puissent être 
euthanasiées (31). 

Poids corporels 

29. Comme indiqué au paragraphe 25, le poids corporel de chaque animal est 
mesuré au début de l#essai et au moment programmé pour l#euthanasie. 

CALCUL DES RÉSULTATS 

30. Les résultats obtenus pour chaque groupe de traitement sont exprimés par 
un indice de stimulation (IS) moyen. Cet IS s#obtient en divisant l#indice de 
marquage BrdU moyen de chaque groupe ayant reçu la substance d#essai ou 
le TP par l#indice de marquage BrdU moyen du groupe témoin traité avec le 
solvant/TV. L#IS moyen pour les TV est alors égal à 1. 

L#indice de marquage BrdU est calculé comme suit: 

Indice de marquage BrdU = (ABSem $ ABS blancem) $ (ABSréf $ ABS 
blancréf) 

Où em = longueur d#onde d#émission et réf = longueur d#onde de référence. 

M3 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 752



 

31. Un résultat est considéré comme positif lorsque IS  1,6 (10). Toutefois, 
l#intensité de la relation dose-effet, la signification statistique et la cohérence 
des réponses obtenues avec le solvant/véhicule et le TP constituent autant 
de facteurs pour décider si un résultat limite (c#est-à-dire un IS situé entre 
1,6 et 1,9) est jugé positif (3) (6) (32). 

32. En cas de réponse positive limite (IS entre 1,6 et 1,9), les expérimentateurs 
sont invités à examiner des paramètres supplémentaires comme la relation 
dose-effet, les manifestations de toxicité systémique ou d#irritation exces
sive, et, le cas échéant, la signification statistique pour définitivement 
conclure à un résultat positif (10). Diverses propriétés de la substance 
d#essai sont aussi prises en compte, parmi lesquelles une éventuelle analogie 
structurelle avec des sensibilisants cutanés connus, le déclenchement d#une 
irritation cutanée excessive chez la souris, et la nature de la relation 
dose-effet observée. Ces considérations, ainsi que d#autres, sont examinées 
en détail dans un autre document (4). 

33. Le relevé des données pour chaque souris permet de déterminer statistique
ment l#existence et l#intensité d#une relation dose-effet dans les résultats. 
Tout traitement statistique peut comprendre une évaluation de la relation 
dose-effet ainsi que des comparaisons des groupes d#essai convenablement 
adaptées (par exemple, comparaisons par paires des groupes de dose avec le 
groupe solvant/véhicule témoin concurrent). Les analyses statistiques 
peuvent notamment inclure une régression linéaire ou le test de William 
pour étudier la fonction dose-effet, ainsi que le test de Dunnett pour les 
comparaisons par paires. Pour choisir une méthode appropriée d#analyse 
statistique, il faut être conscient du risque d#inégalité des variances et d#au
tres problèmes connexes qui pourraient nécessiter une transformation des 
données ou une analyse statistique non paramétrique. Quoi qu#il en soit, on 
peut être amené à calculer les indices de stimulation et effectuer les traite
ments statistiques avec ou sans certains points de données (parfois appelés 
«valeurs aberrantes»). 

RÉSULTATS ET RAPPORTS 

Résultats 

34. Les résultats sont récapitulés sous forme de tableau présentant les indices de 
marquage BrdU pour chaque animal, la moyenne des indices de marquage 
BrdU/animal pour chaque groupe, la marge d#erreur associée (par exemple, 
écart type, erreur type de la moyenne) et l#indice de stimulation moyen pour 
chaque groupe de dose par rapport au groupe solvant/véhicule témoin 
concurrent. 

Rapport d"essai 

35. Le rapport d#essai contient les informations suivantes: 

Substance et mélanges chimique d#essai et substances et mélanges 
chimiques témoins: 

! données d#identification (par exemple numéro CAS et numéro CE, 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 consti
tuants. 

Solvant/véhicule: 

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

! justification du choix du véhicule. 
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Animaux d#essai: 

! source des souris CBA, 

! état microbiologique des animaux, s#il est connu, 

! nombre et âge des animaux, 

! source, conditions d#encagement, régime alimentaire, etc. 

Conditions d#essai: 

! source, numéro de lot et données du fabricant en matière d#assurance et 
de contrôle qualité (sensibilité et spécificité des anticorps, limites de 
détection) pour le kit ELISA, 

! détails concernant la préparation et l#application de la substance d#essai, 

! justification du choix des doses (y compris résultats de l#essai prélimi
naire, le cas échéant), 

! concentrations utilisées pour le véhicule et la substance d#essai, et quan
tité totale de substance d#essai appliquée, 

! détails concernant la nourriture et la qualité de l#eau (y compris type et 
source de nourriture et provenance de l#eau), 

! détails concernant le programme de traitement et d#échantillonnage, 

! méthodes de détermination de la toxicité, 

! critères de décision concernant les études positives ou négatives, 

! détails concernant tout écart par rapport au protocole et explication de la 
manière dont l#écart modifie la conception de l#essai et ses résultats. 

Vérification de la fiabilité: 

! résumé des résultats du dernier test de fiabilité, notamment informations 
sur la substance d#essai, sa concentration et le véhicule utilisé, 

! résultats des témoins spécifiques au laboratoire pour le TP concurrent 
et/ou historique ainsi que pour le TN concurrent (solvant/véhicule), 

! en l#absence d#un TP concurrent, date et rapport de laboratoire du 
dernier essai périodique du TP, et rapport détaillant les résultats histo
riques du TP spécifiques au laboratoire de manière à justifier pourquoi 
aucun TP concurrent n#a été mis en "uvre. 

Résultats: 

! poids corporel de chaque souris au lancement du traitement et au 
moment programmé pour l#euthanasie; moyenne et marge d#erreur asso
ciée (par exemple, écart type, erreur type de la moyenne) pour chaque 
groupe de dose, 

! moment du déclenchement des effets et signes de toxicité, y compris 
l#irritation cutanée sur le site d#administration, pour chaque animal, 

! tableau des indices de marquage BrdU et IS par souris pour chaque 
groupe de traitement, 

! moyenne et marge d#erreur associée (par exemple, écart type, erreur 
type de la moyenne) des indices de marquage BrdU par souris pour 
chaque groupe de dose, et résultats de l#analyse des valeurs aberrantes 
au sein de chacun d#eux, 
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! indices de stimulation obtenus, et détermination appropriée de la varia
bilité prenant en compte les variations entre animaux à la fois dans les 
groupes ayant reçu la substance d#essai et dans les groupes témoins, 

! relation dose-effet, 

! analyses statistiques, s#il y a lieu. 

Discussion des résultats: 

! bref commentaire sur les résultats, analyse de la relation dose-effet et 
analyses statistiques, s#il y a lieu, et conclusion quant au fait de savoir si 
la substance d#essai doit être considérée comme un sensibilisant cutané. 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Assurance qualité: procédé de gestion dans lequel le respect des normes d#essai, 
des obligations du laboratoire et des procédures d#enregistrement des données, 
ainsi que la précision du transfert des données, sont évalués par des personnes 
indépendantes de celles qui réalisent les essais. 

Faux négatif: substance d#essai identifiée à tort comme négative ou inactive à 
l#issue de l#essai, alors qu#elle est en fait positive ou active (33). 

Faux positif: substance d#essai identifiée à tort comme positive ou active à l#issue 
de l#essai, alors qu#elle est en fait négative ou inactive (33). 

Fiabilité: mesure dans laquelle la mise en "uvre d#une méthode d#essai peut être 
reproduite au fil du temps par un même laboratoire ou par plusieurs laboratoires 
en utilisant le même protocole. Elle est évaluée en calculant la reproductibilité 
intralaboratoire et interlaboratoires (33). 

Indice de stimulation (IS): paramètre d#évaluation du pouvoir de sensibilisation 
cutanée d#une substance d#essai, calculé comme le quotient de la prolifération 
mesurée dans les groupes traités sur celle du groupe témoin concurrent recevant 
le véhicule. 

Précision: degré de conformité entre les résultats de la méthode d#essai et les 
valeurs de référence acceptées. Elle constitue une mesure de performance de la 
méthode d#essai et l#un des aspects de sa pertinence. Ce terme est souvent utilisé 
indifféremment à la place de «concordance» pour qualifier la proportion de 
résultats corrects d#une méthode d#essai (33). 

Reproductibilité interlaboratoires: mesure du degré auquel différents laboratoires 
qualifiés qui emploient le même protocole et testent les mêmes substances d#essai 
peuvent produire des résultats similaires en termes de qualité et de quantité. La 
reproductibilité interlaboratoires est déterminée au cours des processus de préva
lidation et de validation, et indique dans quelle mesure un essai peut être trans
féré sans problème entre laboratoires. On parle aussi de reproductibilité entre 
laboratoires (33). 

Reproductibilité intralaboratoire: détermination du degré auquel divers membres 
du personnel qualifié d#un même laboratoire réussissent à obtenir des résultats 
identiques en ayant recours à un protocole spécifique à des moments différents. 
On parle aussi de reproductibilité au sein du laboratoire (33). 

Risque: éventualité d#un effet indésirable sur la santé ou l#environnement. L#effet 
indésirable se manifeste uniquement lorsque le niveau d#exposition est suffisant. 

Sensibilisation cutanée: processus immunologique résultant de l#exposition 
topique d#un sujet sensible à un allergène chimique, et qui se traduit par une 
réaction immunologique cutanée pouvant entraîner le développement d#une sensi
bilisation de contact. 

Substance d!essai (également dénommée substance chimique d!essai): toute subs
tance et tout mélange testés selon la présente méthode d#essai. 

Substance étalon: substance sensibilisante ou non sensibilisante utilisée comme 
référence pour comparer les effets d#une substance d#essai. Une substance étalon 
présente les propriétés suivantes: i) source(s) régulières et fiables; ii) similitude 
structurale et fonctionnelle avec la catégorie des substances à tester; iii) caracté
ristiques physiques et chimiques connues; iv) données confirmant les effets 
connus; et v) puissance connue dans l#intervalle de la réponse désirée. 

Valeur aberrante: une valeur aberrante est une valeur observée qui diffère nette
ment des autres valeurs dans un échantillon aléatoire d#une population. 
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B.52. TOXICITÉ AIGUË PAR INHALATION # MÉTHODE PAR 
CLASSE DE TOXICITÉ AIGUË 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d#essai est équivalente à la ligne directrice 436 (2009) 
de l#OCDE pour les essais de produits chimiques. Une première ligne direc
trice pour les essais de toxicité aiguë par inhalation (403) avait été adoptée 
en 1981 et a été révisée depuis [voir chapitre B.2 de la présente annexe (1)]. 
À la suite de l#adoption, en 2001, de la méthode par classe de toxicité aiguë 
par voie orale [chapitre B.1 ter de la présente annexe (5)], il est apparu 
approprié de développer une méthode par classe de toxicité aiguë par inha
lation (2) (3) (4). Une évaluation rétrospective des performances de la 
méthode d#essai par classe de toxicité aiguë pour la toxicité aiguë par 
inhalation a montré que cette méthode était utilisable à des fins de classi
fication et d#étiquetage (6). La méthode d#essai pour les essais de toxicité 
par inhalation faisant appel à la méthode par classe de toxicité aiguë 
permettra l#utilisation d#étapes successives de concentrations cibles fixées 
pour déterminer la classe de toxicité de la substance d#essai. Bien que la 
létalité soit le principal effet mesuré, les animaux moribonds ou présentant 
des signes de souffrance ou de détresse sévère sont euthanasiés afin de 
minimiser leur souffrance. Des précisions concernant les effets mesurés 
éthiquement acceptables sont disponibles dans le document d#orientation 
n o 19 de l#OCDE (7). 

2. On trouvera dans le document d#orientation n o 39 sur les essais de toxicité 
aiguë par inhalation des indications pour la conduite et l#interprétation de la 
présente méthode d#essai (8). 

3. Les définitions utilisées dans la présente méthode d#essai figurent à l#appen
dice 1 et dans le document d#orientation n o 39 (8). 

4. Cette méthode d#essai fournit des informations qui permettent à la fois 
l#évaluation des dangers et le classement de la substance d#essai conformé
ment au règlement (CE) n o 1272/2008 relatif à la classification pour les 
substances présentant une toxicité aiguë (9). Si des estimations ponctuelles 
des valeurs de la CL 50 ou des analyses de la courbe concentration- réponse 
sont nécessaires, il convient de se reporter au chapitre B.2 de la présente 
annexe (1). Pour plus d#informations sur le choix des méthodes d#essai, il 
convient de se reporter au document d#orientation n o 39 (8). La présente 
méthode d#essai n#est pas spécifiquement destinée à tester des articles 
spéciaux comme les substances isométriques ou fibreuses faiblement solu
bles ou les nanomatériaux manufacturés. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

5. Avant d#entreprendre un essai conformément à la présente méthode d#essai, 
le laboratoire d#essai devra prendre en compte toutes les informations dispo
nibles sur la substance d#essai, y compris les études existantes dont les 
résultats éviteraient des essais supplémentaires, afin de recourir le moins 
possible aux animaux. Parmi les informations utiles pour la détermination 
de l#espèce, de la souche, du sexe, du mode d#exposition et des concen
trations d#essai appropriés, citons: l#identité, la structure chimique et les 
propriétés physico-chimiques de la substance d#essai; les résultats de tous 
les essais de toxicité in vitro ou in vivo auxquels elle a été soumise; son 
(ses) utilisation(s) escomptée(s) et les risques d#exposition humaine; les 
données (Q)SAR disponibles et les données toxicologiques sur les subs
tances structurellement apparentées. Les concentrations susceptibles d#en
gendrer une souffrance ou une détresse sévères, du fait de propriétés 
corrosives ( 1 ) ou fortement irritantes, ne sont pas testées à l#aide de cette 
méthode d#essai, voir document d#orientation 39 (8). 
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( 1 ) L#évaluation de la corrosivité peut reposer sur un avis d#expert basé sur les éléments 
suivants: données expérimentales sur l#homme et l#animal, données (in vitro) existantes 
[voir, par exemple, le chapitre B.40 (11) de la présente annexe ou la ligne directrice 435 
de l#OCDE (12), valeurs du pH, informations concernant des substances analogues ou 
toute autre donnée pertinente].



 

PRINCIPE DE L#ESSAI 

6. Le principe de cet essai est d#obtenir, avec un processus séquentiel, des 
informations suffisantes sur la toxicité aiguë par inhalation de la substance 
d#essai, pour parvenir à son classement avec une exposition de 4 heures. 
Des objectifs règlementaires spécifiques peuvent nécessiter de recourir à 
d#autres durées d#exposition. Les essais pour chacun des niveaux de concen
tration définis porteront sur 3 animaux de chaque sexe. En fonction de la 
mortalité et/ou de l#état moribond des animaux, 2 étapes peuvent suffire 
pour permettre de juger de la toxicité aiguë de la substance d#essai. S#il 
est prouvé que l#un des sexes est plus sensible à la substance d#essai, l#essai 
peut se poursuivre avec seulement les animaux de ce sexe. Le résultat de 
l#étape précédente détermine l#étape suivante, c#est-à-dire: 

a) l#arrêt de l#essai; 

b) un essai sur trois animaux par sexe; ou 

c) un essai sur 6 animaux, tous du sexe le plus sensible à la substance 
d#essai, la limite inférieure de la classe de toxicité devant être déterminée 
à partir d#essais portant sur 6 animaux par groupe de concentration 
d#essai, indépendamment du sexe. 

7. Les animaux moribonds ou présentant des signes de souffrance manifeste ou 
de détresse sévère et persistante sont euthanasiés, et sont pris en compte 
dans l#interprétation des résultats de l#essai au même titre que ceux qui 
succombent au cours de l#essai. Le document d#orientation de l#OCDE 
n o 19 sur les effets mesurés éthiquement acceptables détaille les critères 
orientant la décision d#euthanasier les animaux moribonds ou en grande 
souffrance, et aide à reconnaître une mort prévisible ou imminente (7). 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Choix des espèces animales 

8. Le choix s#orientera vers de jeunes rongeurs en bonne santé, de souches 
communément utilisées en laboratoire. Le rat étant l#espèce la plus utilisée, 
il faudra justifier l#emploi d#autres espèces. 

Préparation des animaux 

9. Les femelles sont nullipares et non gravides. Le jour de leur exposition, les 
animaux sélectionnés sont de jeunes adultes âgés de 8 à 12 semaines. Leur 
poids corporel ne devra pas excéder, pour chaque sexe, ± 20 % du poids 
moyen des animaux du même âge précédemment exposés. Sélectionnés au 
hasard, les animaux sont marqués pour être identifiés individuellement. En 
vue de leur acclimatation aux conditions de laboratoire, ils seront conservés 
dans leur cage pour une période d#au minimum 5 jours avant le début de 
l#essai. Les animaux sont également acclimatés aux appareils d#essai, 
pendant une courte période précédant l#essai, afin d#atténuer le stress 
causé par leur introduction dans un nouvel environnement. 

Conditions d"élevage des animaux 

10. La température du local expérimental où les animaux sont conservés est de 
22 ± 3 °C. Le taux d#humidité relative est idéalement maintenu entre 30 et 
70 %, encore qu#il ne soit pas toujours possible de le faire si l#eau est 
utilisée comme véhicule. Avant et après exposition, les animaux sont géné
ralement mis en cage en groupes par sexe et par concentration, mais le 
nombre d#animaux par cage ne doit pas faire obstacle à une observation 
précise de chaque animal, et ne doit engendrer qu#un minimum de pertes 
dues au cannibalisme et aux combats. Si les animaux sont exposés «nez 
seul», il peut être nécessaire de les acclimater aux tubes de contention. 
Ceux-ci ne doivent pas provoquer chez les animaux de stress excessif, 
qu#il soit de nature physique, thermique ou dû à leur immobilisation. Les 
contraintes qu#ils subissent peuvent en effet modifier les paramètres physio
logiques mesurés de l#animal, comme sa température corporelle (hyperther
mie) et/ou son volume respiratoire par minute. Si l#on dispose de données 
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génériques montrant que de telles modifications ne se produisent pas de 
façon appréciable, alors la période d#adaptation préalable aux tubes de 
contention n#est pas nécessaire. Les animaux exposés «corps entier» à un 
aérosol sont enfermés individuellement pendant l#exposition pour empêcher 
la filtration de l#aérosol par la fourrure de leurs congénères. À l#exception 
des périodes d#exposition, le régime alimentaire des animaux est le régime 
classique et certifié de laboratoire, avec eau potable à satiété. L#éclairage est 
artificiel, la séquence d#éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 heures 
d#obscurité. 

Chambres d"inhalation 

11. Le choix de la chambre d#inhalation prend en compte la nature de la subs
tance d#essai et l#objet de l#essai. Le mode d#exposition «nez seul» (qui 
inclut les dispositifs «tête seule», «nez seul» et «museau seul») est privilé
gié. Le mode d#exposition «nez seul» est généralement choisi pour les 
études d#aérosols liquides ou solides et pour les vapeurs susceptibles de 
se condenser en aérosols. L#utilisation d#un mode d#exposition «corps 
entier» peut être préférable pour les besoins spécifiques de l#étude, mais 
elle est justifiée dans le rapport de l#étude. Pour assurer la stabilité de 
l#atmosphère d#une chambre d#exposition «corps entier», on veillera à ce 
que le «volume» total des animaux d#expérience ne dépasse pas 5 % du 
volume de la chambre. Le document d#orientation 39 (8) décrit les principes 
des techniques d#exposition «corps entier» ou «nez seul», ainsi que leurs 
avantages et inconvénients spécifiques 

CONDITIONS D#EXPOSITION 

Administration des concentrations 

12. Il est recommandé une durée fixe d#exposition de quatre heures, sans 
compter le temps d#équilibration. D#autres durées d#exposition sont possi
bles pour répondre à des besoins spécifiques, cependant une justification 
devra être apportée dans le rapport d#étude, voir document d#orientation 39 
(8). Les animaux exposés «corps entier» demeurent seuls dans la chambre 
afin d#éviter l#ingestion de la substance d#essai par le toilettage de leurs 
compagnons. Les animaux sont privés de nourriture pendant la période 
d#exposition. Dans une exposition «corps entier», les animaux peuvent 
boire de l#eau. 

13. Les animaux sont exposés à la substance d#essai présentée sous forme de 
gaz, de vapeur, d#aérosol ou sous une forme mixte. L#état physique à tester 
dépend des propriétés physico-chimiques de la substance, de la concentra
tion choisie, et/ou de la forme physique sous laquelle il est le plus probable 
qu#elle se présente lors de sa manipulation et de son utilisation. Les subs
tances d#essai chimiquement réactives ou hygroscopiques sont testées sous 
air sec. On prendra soin d#éviter les concentrations susceptibles de provo
quer une explosion. 

Répartition granulométrique 

14. Une mesure de la taille des particules est réalisée pour tous les aérosols et 
les vapeurs susceptibles de se condenser pour former des aérosols. Pour que 
toutes les régions pertinentes de l#appareil respiratoire soient exposées, il est 
recommandé d#utiliser des aérosols dont le diamètre aérodynamique médian 
de masse (DAMM) se situe entre 1 et 4 m, avec un écart type géométrique 
(  g ) compris entre 1,5 et 3,0 (8) (13) (14). Un effort raisonnable est fourni 
pour remplir ces conditions, mais si tel n#est pas le cas, un jugement d#ex
pert est nécessaire. Par exemple, les particules des fumées métalliques 
peuvent avoir une taille inférieure à cette norme, tandis que les particules 
chargées, les fibres et les substances hygroscopiques (dont la taille augmente 
dans l#environnement humide du tractus respiratoire) peuvent avoir une 
taille supérieure. 
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Préparation de la substance d"essai dans un véhicule 

15. Pour atteindre la concentration et la taille granulométrique appropriées de la 
substance d#essai, il est possible d#avoir recours à un véhicule; en règle 
générale l#eau est choisie de préférence. Les substances particulaires 
peuvent être soumises à des procédés mécaniques afin d#atteindre la répar
tition granulométrique requise, mais un soin particulier devra être pris de ne 
pas décomposer ou altérer la substance d#essai. Lorsque les procédés méca
niques sont suspectés d#avoir altéré la composition de la substance d#essai 
(température extrême due aux frictions d#un broyage excessif, par exemple), 
la composition de la substance d#essai devra être vérifiée analytiquement. 
On prendra soin de ne pas contaminer la substance d#essai. Il n#est pas 
nécessaire de tester les substances granulaires non friables qui sont élaborées 
précisément pour ne pas être inhalables. Un test d#usure de surface est 
réalisé pour démontrer que la manipulation de la substance granulaire ne 
produit pas de particules respirables. Dans le cas contraire, un essai de 
toxicité par inhalation est réalisé. 

Animaux témoins 

16. Un groupe témoin négatif (air) n#est pas nécessaire. Lorsqu#un véhicule 
autre que l#eau est utilisé pour produire l#atmosphère d#essai, un groupe 
témoin du véhicule est utilisé seulement quand on ne dispose pas de 
données historiques sur la toxicité. Si aucune toxicité n#a été détectée lors 
de l#étude de la substance d#essai préparée dans un véhicule, celui-ci est 
considéré comme non toxique à la concentration testée; il n#y a donc pas 
lieu d#utiliser de témoin du véhicule. 

CONTRÔLE DES CONDITIONS D#EXPOSITION 

Débit d"air dans la chambre d"exposition 

17. Le débit d#air dans la chambre est contrôlé avec soin, suivi en continu et 
enregistré au moins toutes les heures pendant chaque exposition. Le suivi de 
la concentration de l#atmosphère d#essai (ou stabilité temporelle) constitue 
une mesure complète de tous les paramètres dynamiques et fournit un 
moyen indirect de contrôler tous les paramètres dynamiques pertinents de 
la production de l#atmosphère d#essai. On prendra particulièrement soin 
d#éviter toute re-respiration dans les chambres d#exposition «nez seul» 
lorsque le débit d#air à travers le système d#exposition ne permet pas de 
produire une circulation dynamique de l#atmosphère contenant la substance 
d#essai. Des méthodologies sont prévues pour démontrer l#absence de 
re-respiration dans les conditions expérimentales choisies (8) (15). La 
concentration d#oxygène est d#au moins 19 % et celle de dioxyde de 
carbone ne dépasse pas 1 %. Si ces conditions ne peuvent être respectées, 
les concentrations d#oxygène et de dioxyde de carbone sont mesurées. 

Température et humidité relative de la chambre d"exposition 

18. La température de la chambre d#exposition est maintenue à 22 ± 3 °C. Dans 
les cas d#exposition «nez seul» et «corps entier» l#humidité relative dans la 
zone où respire l#animal est suivie et enregistrée trois fois au minimum pour 
les durées allant jusqu#à 4 heures, et toutes les heures pour les durées plus 
courtes. Le taux d#humidité relative est idéalement compris entre 30 et 
70 %. Il est possible que ce taux ne puisse être atteint (par exemple, dans 
le cas d#un mélange à base d#eau), ou qu#il ne puisse être mesuré en raison 
d#interférences de la substance d#essai avec la méthode d#essai. 
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Substance d"essai: concentration nominale 

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

Substance d"essai: concentration réelle 

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

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

22. L#atmosphère d#exposition est maintenue aussi constante que possible, et 
suivie soit en continu, soit par intermittence en fonction de la méthode 
d#analyse. Lorsque l#injection s#effectue de façon intermittente, les échan
tillons d#atmosphère de la chambre sont prélevés au moins deux fois sur une 
étude de quatre heures. En cas d#impossibilité en raison de débits d#air 
limités ou de faibles concentrations, le recueil d#un échantillon pour toute 
la période d#exposition est acceptable. Si des fluctuations nettes apparaissent 
d#un échantillon à un autre, la prochaine concentration d#essai devra utiliser 
quatre échantillons par exposition. Les écarts entre la concentration dans 
chaque chambre et la concentration moyenne n#excèdent pas ± 10 % pour 
les gaz et vapeurs et ± 20 % pour les aérosols liquides ou solides. Il 
convient de calculer et de noter le temps d#équilibre dans la chambre d#ex
position (t 95 ). La durée d#une exposition couvre le temps de production de la 
substance d#essai, y compris le temps nécessaire pour l#égalisation des 
concentrations dans la chambre d#exposition t 95 . Des indications pour l#es
timation de t 95 sont fournies dans le document d#orientation 39 (8). 
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23. Pour des mélanges très complexes constitués de gaz ou vapeurs et d#aérosols 
(atmosphères de combustion ou substances d#essai propulsées à partir de 
produits/dispositifs spécialisés, par exemple), chaque phase peut se 
comporter différemment dans la chambre d#inhalation. Pour chacune des 
phases (gaz ou vapeur et aérosol), on choisira donc au moins une substance 
indicatrice (analyte), en général le principe actif du mélange. Quand la 
substance d#essai est un mélange, la concentration analytique devra être 
indiquée pour le mélange global et pas uniquement pour le principe actif 
ou le composant (analyte). Pour plus d#informations sur les concentrations 
réelles, se reporter au document d#orientation 39 (8). 

Substance d"essai: répartition granulométrique 

24. La répartition granulométrique des aérosols est déterminée au minimum 
deux fois pour chaque exposition de 4 heures, à l#aide d#un impacteur en 
cascade ou d#un autre instrument, comme un spectromètre de mesure de la 
taille des particules aérodynamiques. Si les résultats obtenus avec l#impac
teur en cascade ou un autre instrument se révèlent équivalents, ce dernier 
peut être utilisé tout au long de l#étude. Pour confirmer la capacité de recueil 
des particules de l#outil principal, un second instrument devra être utilisé en 
parallèle, par exemple un filtre gravimétrique ou un barboteur à gaz/impac
teur. La concentration massique obtenue par l#analyse granulométrique se 
rapproche, dans des limites raisonnables, de celle obtenue par l#analyse sur 
filtre, voir document d#orientation 39 (8). Si cette équivalence est établie au 
début de la phase d#étude, il n#est pas nécessaire d#effectuer des mesures de 
confirmation dans la suite de l#étude. Pour le bien-être des animaux, il 
convient de réduire au minimum les données douteuses qui nécessiteraient 
de répéter une exposition. Une répartition granulométrique est effectuée dans 
le cas des vapeurs, s#il est possible qu#une condensation de la vapeur 
conduise à la formation d#un aérosol, ou si des particules sont détectées 
dans une atmosphère de vapeur susceptible de présenter des phases mixtes 
(voir paragraphe 14). 

MODE OPÉRATOIRE 

Essai principal 

25. Pour chaque étape, trois animaux de chaque sexe, ou six animaux du sexe le 
plus sensible à la substance d#essai, seront utilisés. Si des espèces de 
rongeurs autres que le rat sont exposées «nez seul», il est possible d#ajuster 
la durée maximale d#exposition en fonction du stress propre à ces espèces. 
Le niveau de concentration à utiliser comme dose initiale est choisi parmi 
les quatre niveaux fixés; le niveau de concentration initiale est celui le plus 
susceptible de présenter une toxicité pour certains des animaux traités. Les 
schémas d#essai pour les gaz, les vapeurs et les aérosols (présentés dans les 
appendices 2 à 4) correspondent aux essais effectués aux valeurs limites des 
catégories 1 à 4 du règlement relatif à la classification, à l#étiquetage et à 
l#emballage (9), pour les gaz (100, 500, 2 500, 20 000 ppm/4 h) (appendice 
2), pour les vapeurs (0,5, 2, 10, 20 mg/l/4 h) (appendice 3) et pour les 
aérosols (0,05, 0,5, 1, 5 mg/l/4 h) (appendice 4). La catégorie 5, que ne 
prévoit pas le règlement (CE) n o 1272/2008 (9), se rapporte à des concen
trations dépassant les concentrations limites respectives. Chacune des 
concentrations de départ possède son propre schéma d#essai. En fonction 
du nombre d#animaux morts ou euthanasiés, le mode opératoire d#essai suit 
les flèches indiquées jusqu#à ce qu#une catégorisation puisse être établie. 

26. L#intervalle de temps entre l#exposition des différents groupes est déterminé 
par le moment d#apparition, la durée et la gravité des signes de toxicité 
observés. L#exposition des animaux au niveau de concentration supérieur est 
retardée jusqu#à ce que l#on soit raisonnablement sûr que les animaux 
précédemment soumis au traitement ont survécu. Il est recommandé d#es
pacer de trois à quatre jours les expositions à chaque niveau de concen
tration afin de permettre l#observation d#une toxicité retardée. L#intervalle de 
temps peut être ajusté, par exemple en cas de réponses peu concluantes. 
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Essai limite 

27. L#essai limite est utilisé si l#on sait ou si l#on prévoit que la substance 
d#essai sera virtuellement non toxique, c'est-à-dire qu#elle ne suscitera une 
réponse de toxicité qu#au-delà de la concentration limite réglementaire. Des 
informations sur la toxicité de la substance d#essai peuvent être tirées d#es
sais déjà pratiqués sur des substances ou mélanges analogues, en tenant 
compte de l#identité et du pourcentage des composants dont la toxicité est 
avérée. Si l#on manque d#informations sur la toxicité de la substance d#essai, 
ou si l#on s#attend à ce qu#elle soit toxique, l#essai principal est réalisé; 
le document d#orientation 39 fournit de plus amples informations à ce 
sujet (8). 

28. Selon le mode opératoire normal, trois animaux par sexe, ou six animaux du 
sexe le plus sensible à la substance d#essai, sont exposés à des concentra
tions de 20 000 ppm pour les gaz, 20 mg/l pour les vapeurs et 5 mg/l pour 
les poussières/brouillards. Si elles sont atteintes, ces concentrations servent 
de limite d#essai pour la présente méthode d#essai. Pour les essais d#aéro
sols, le principal objectif est d#atteindre une taille de particule qui soit 
respirable (c#est-à-dire un DAMM de 1 à 4 m), ce qui est possible avec 
la plupart des substances d#essai à des concentrations de 2 mg/l. Les essais 
sur des aérosols à des concentrations supérieures à 2 mg/l ne sont tentés que 
si l#on peut obtenir des particules de taille respirable, voir document d#orien
tation 39 (8). Selon le SGH (16), il est déconseillé de réaliser des essais 
au-delà des concentrations limites, pour des raisons de bien-être des 
animaux. Les essais en catégorie 5 du SGH (16), non prévue par le 
règlement (CE) n o 1272/2008 (9), ne sont envisagés que s#il est très 
probable que leurs résultats présenteront un intérêt direct pour la protection 
de la santé humaine, et une justification est alors fournie dans le rapport 
d#essai. En cas de substance potentiellement explosive, on prendra soin 
d#éviter les conditions susceptibles de provoquer une explosion. Afin 
d#éviter le recours inutile à des animaux, un essai sans animaux est effectué 
avant l#essai limite pour s#assurer qu#il est possible d#atteindre dans la 
chambre les conditions expérimentales d#un essai limite. 

OBSERVATIONS 

29. Un examen clinique des animaux est pratiqué régulièrement pendant la 
période d#exposition. Après l#exposition, des examens cliniques sont réalisés 
au minimum deux fois le jour de l#exposition, ou plus fréquemment suivant 
la réponse des animaux au traitement, et au minimum une fois par jour par 
la suite pendant une période de 14 jours. La durée de la période d#obser
vation n#est pas fixée, mais est déterminée par la nature et le moment 
d#apparition des signes cliniques, ainsi que par la durée de la période de 
récupération. Les moments d#apparition et de disparition des signes de 
toxicité sont importants, en particulier lorsque les signes de toxicité ont 
tendance à être retardés. Toutes les observations sont systématiquement 
enregistrées individuellement pour chaque animal. Les animaux moribonds 
ou présentant des signes de souffrance manifeste ou de détresse sévère et 
persistante sont euthanasiés pour des raisons de bien-être animal. Lors de 
l#examen clinique des signes de toxicité, il convient de veiller à ne pas 
confondre une piètre apparence initiale et des troubles respiratoires passa
gers, imputables à la procédure d#exposition, avec les effets liés au traite
ment. Les principes et critères résumés dans le document d#orientation sur 
les effets mesurés éthiquement acceptables sont pris en considération (7). 
Quand des animaux sont retrouvés morts ou sont euthanasiés, l#heure de la 
mort est consignée le plus précisément possible. 
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30. Les observations quotidiennes portent notamment sur les modifications de la 
peau et des poils, des yeux et des muqueuses, mais aussi sur les change
ments affectant l#appareil respiratoire, le système circulatoire, les systèmes 
nerveux autonome et central, ainsi que l#activité somatomotrice et le 
comportement. Toute différentiation entre les effets locaux et systémiques 
est consignée autant que possible. Les tremblements, les convulsions, la 
salivation, les diarrhées, la léthargie, le sommeil et le coma doivent 
retenir l#attention. La mesure de la température rectale peut aider à mettre 
en évidence une bradypnée réflexe ou une hypo/hyperthermie liée au trai
tement ou au confinement. 

Poids corporel 

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

Pathologie 

32. Tous les animaux d#expérience, y compris ceux morts au cours de l#essai ou 
euthanasiés et écartés de l#étude pour des raisons de bien-être animal, subis
sent une autopsie macroscopique. Lorsqu#un animal est découvert mort et 
que son autopsie n#est pas réalisable immédiatement, l#animal est réfrigéré 
(mais non congelé) à une température suffisamment basse pour minimiser 
l#autolyse. Les autopsies sont réalisées le plus tôt possible, en général dans 
un délai d#un à deux jours. Tous les changements macropathologiques sont 
enregistrés pour chaque animal en prêtant particulièrement attention aux 
voies respiratoires. 

33. D#autres observations, ajoutées a priori à dessein, peuvent être envisagées 
afin d#élargir l#interprétation de l#étude, comme la mesure du poids pulmo
naire des rats survivants et/ou la mise en évidence d#une irritation par 
examen de l#appareil respiratoire au microscope. Les organes examinés 
peuvent être ceux pour lesquels une réaction au traitement est connue ou 
attendue et ceux montrant une pathologie macroscopique chez les animaux 
survivant au moins 24 heures. Un examen microscopique de l#intégralité de 
l#appareil respiratoire peut fournir des informations utiles pour les subs
tances d#essai réactives à l#eau, comme les acides et les substances hygro
scopiques. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Résultats 

34. Pour chacun des animaux, le poids corporel et les conclusions de l#autopsie 
sont fournis. Les résultats des observations cliniques sont résumés sous la 
forme de tableaux et indiquer pour chaque groupe d#essai: le nombre d#ani
maux utilisés, le nombre d#animaux présentant des signes spécifiques de 
toxicité, le nombre d#animaux retrouvés morts au cours de l#essai ou eutha
nasiés, l#heure de la mort de chacun des animaux, la description et l#évo
lution dans le temps des effets toxiques ainsi que leur réversibilité, et les 
conclusions de l#autopsie. 
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Rapport d"essai 

35. Le rapport d#essai contient, s#il y a lieu, les renseignements suivants: 

Animaux d!expérience et conditions d!élevage: 

! description des conditions d#encagement, y compris: nombre (ou évolu
tion du nombre) d#animaux par cage, matériel de litière, température 
ambiante et taux d#humidité relative, photopériode et identification du 
régime alimentaire, 

! espèces/souches utilisées et justification éventuelle de l#utilisation d#une 
espèce autre que le rat, 

! nombre, âge et sexe des animaux, 

! méthode de randomisation, 

! détails sur la qualité de la nourriture et de l#eau (notamment origine/type 
de régime alimentaire, origine de l#eau), 

! description d#un éventuel conditionnement préalable à l#essai, tel que 
régime alimentaire, quarantaine ou traitement de maladie. 

Substance d!essai: 

! nature physique, pureté et, s#il y a lieu, propriétés physico-chimiques (y 
compris isomérisation), 

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

Véhicule: 

! justification de l#emploi d#un véhicule et justification de son choix (s#il 
ne s#agit pas de l#eau), 

! données historiques ou concordantes démontrant que le véhicule n#inter
fère pas avec les résultats de l#étude. 

Chambre d!inhalation: 

! description de la chambre d#inhalation avec ses dimensions et son 
volume, 

! source et description de l#équipement utilisé pour l#exposition des 
animaux et pour la production de l#atmosphère, 

! équipement utilisé pour mesurer la température, l#humidité, la granulo
métrie et la concentration réelle, 

! source d#air, traitement de l#air fourni/évacué et système de climatisation 
utilisé, 

! méthodes utilisées pour étalonner l#équipement afin d#assurer l#homogé
néité de l#atmosphère d#essai, 

! différence de pression (positive ou négative), 

! orifices d#exposition par chambre («nez seul») ou emplacement des 
animaux dans le système («corps entier»), 

! homogénéité/stabilité temporelle de l#atmosphère d#essai, 

! situation des capteurs thermiques et hygrométriques et échantillonnage 
de l#atmosphère d#essai dans la chambre d#exposition, 

! débits d#air, débit d#air/orifice d#exposition («nez seul») ou rapport du 
volume de l#animal à la chambre («corps entier»), 

! informations sur l#équipement utilisé, le cas échéant, pour mesurer l#oxy
gène et le dioxyde de carbone, 
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! temps nécessaire pour atteindre l#équilibre dans la chambre d#exposition 
(t 95 ), 

! nombre de changements de volume par heure, 

! doseurs (s#il y en a). 

Données concernant l!exposition: 

! justification du choix de la concentration cible dans l#étude principale, 

! concentrations nominales (masse totale de substance d#essai produite 
dans la chambre d#inhalation, divisée par le volume d#air traversant la 
chambre), 

! concentrations réelles de la substance d#essai obtenues dans la zone où 
respirent les animaux; pour les mélanges à tester produisant des formes 
physiques hétérogènes (gaz, vapeurs, aérosols), chacun des constituants 
peut être analysé séparément, 

! toutes les concentrations atmosphériques sont rapportées en unités de 
masse (mg/l, mg/m 3 , etc.); les unités de volume (ppm, ppb) peuvent 
aussi être indiquées entre parenthèses, 

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

Conditions expérimentales 

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

! description (si possible avec schéma) de l#équipement utilisé pour 
produire l#atmosphère d#essai et pour exposer les animaux à celle-ci, 

! détails sur la méthode de chimie analytique utilisée et la méthode de 
validation (notamment rendement de récupération de la substance d#essai 
à partir du milieu d#échantillonnage), 

! justification du choix des concentrations d#essai. 

Résultats: 

! tableau présentant la température, le taux d#humidité et le débit d#air 
dans la chambre d#inhalation, 

! tableau de données sur les concentrations nominales et réelles dans la 
chambre d#inhalation, 

! tableau de données sur la taille des particules, notamment données 
analytiques sur le prélèvement d#échantillons, la répartition granulomé
trique et les calculs du DAMM et de  g , 

! tableau de données sur les réponses et le niveau de concentration pour 
chaque animal (c#est-à-dire nombre d#animaux montrant des signes de 
toxicité, y compris de mortalité, et nature, sévérité et durée des effets), 

! poids corporel de chacun des animaux enregistrés lors de l#essai, date et 
heure de leur mort si celle-ci intervient avant l#euthanasie prévue; 
moment d#apparition et évolution des signes de toxicité et, le cas 
échéant, leur réversibilité, 
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! pour chaque animal, résultats de l#autopsie et observations histopatholo
giques disponibles, 

! classement dans les catégories du règlement (CE) n o 1272/2008 et valeur 
limite de la CL 50 . 

Discussion et interprétation des résultats: 

! un effort particulier est consacré à la description des méthodes utilisées 
pour répondre aux critères de la présente méthode d#essai, par exemple 
en ce qui concerne la concentration limite ou la taille des particules, 

! la respirabilité des particules est abordée à la lumière des résultats d#en
semble, en particulier si les critères de taille des particules n#ont pu être 
remplis, 

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

! la cause probable de la mort et le mode d#action prédominant (systé
mique ou local) sont abordés, 

! une explication est apportée s#il a fallu euthanasier des animaux qui 
souffraient ou montraient des signes de détresse sévère et persistante, 
en se basant sur les critères du document d#orientation de l#OCDE sur 
les effets mesurés éthiquement acceptables (7). 
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Appendice 1 

DÉFINITION 

Substance d"essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d#essai. 
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Appendice 2 

Procédure à suivre pour chacune des concentrations initiales dans le cas des 
gaz (ppm/4 h) 

Remarques générales ( 1 ) 

Pour chaque concentration initiale, les schémas d#essai figurant dans le présent 
appendice indiquent la procédure à suivre. 

Appendice 2 bis: concentration initiale de 100 ppm. 

Appendice 2 ter: concentration initiale de 500 ppm. 

Appendice 2 quater: concentration initiale de 2 500 ppm. 

Appendice 2 quinquies: concentration initiale de 20 000 ppm. 

Selon le nombre d#animaux morts ou euthanasiés, la procédure d#essai se pour
suit en suivant les flèches indiquées. 
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( 1 ) Les tableaux ci-après renvoient au système général harmonisé de classification et d#éti
quetage des produits chimiques (SGH). L#équivalent de ce système au sein de l#Union 
européenne est le règlement (CE) n o 1272/2008. Dans le cas de la toxicité aiguë par 
inhalation, le règlement (CE) n o 1272/2008 (9) ne prévoit pas la catégorie 5.



 

Appendice 2 bis 

Toxicité aiguë par inhalation: 

Procédure d"essai avec une concentration initiale de 100 ppm/4 h pour les 
gaz 
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Appendice 2 ter 

Toxicité aiguë par inhalation: 

procédure d'essai avec une concentration initiale de 500 ppm/4h pour les 
gaz 
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Appendice 2 quater 

Toxicité aiguë par inhalation: 

procédure d'essai avec une concentration initiale de 2 500 ppm/4h pour les 
gaz 
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Appendice 2 quinquies 

Toxicité aiguë par inhalation: 

procédure d'essai avec une concentration initiale de 20 000 ppm/4h pour les gaz 
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Appendice 3 

Procédure à suivre pour chacune des concentrations initiales dans le cas des 
vapeurs (mg/l/4 h) 

Remarques générales ( 1 ) 

Pour chaque concentration initiale, les schémas d#essai figurant dans le présent 
appendice indiquent la procédure à suivre. 

Appendice 3 bis: concentration initiale de 0,5 mg/l. 

Appendice 3 ter: concentration initiale de 2,0 mg/l. 

Appendice 3 quater: concentration initiale de 10 mg/l. 

Appendice 3 quinquies: concentration initiale de 20 mg/l. 

Selon le nombre d#animaux morts ou euthanasiés, la procédure d#essai se pour
suit en suivant les flèches indiquées. 
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européenne est le règlement (CE) n o 1272/2008. Dans le cas de la toxicité aiguë par 
inhalation, le règlement (CE) n o 1272/2008 (9) ne prévoit pas la catégorie 5.



 

Appendice 3 bis 

Toxicité aiguë par inhalation: 

procédure d'essai avec une concentration initiale de 0,5 mg/l/4h pour les vapeurs 
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Appendice 3 ter 

Toxicité aiguë par inhalation: 

procédure d'essai avec une concentration initiale de 2 mg/l/4h pour les vapeurs 
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Appendice 3 quater 

Toxicité aiguë par inhalation: 

Procédure d'essai avec une concentration initiale de 10 mg/l/4h pour les vapeurs 
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Appendice 3 quinquies 

Toxicité aiguë par inhalation: 

Procédure d'essai avec une concentration initialede 20 mg/l/4h pour les vapeurs 
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Appendice 4 

Procédure à suivre pour chacune des concentrations initiales dans le cas des 
aérosols (mg/l/4 h) 

Remarques générales ( 1 ) 

Pour chaque concentration initiale, les schémas d#essai figurant dans le présent 
appendice indiquent la procédure à suivre. 

Appendice 4 bis: concentration initiale de 0,05 mg/l. 

Appendice 4 ter: concentration initiale de 0,5 mg/l. 

Appendice 4 quater: concentration initiale de 1 mg/l. 

Appendice 4 quinquies: concentration initiale de 5 mg/l. 

Selon le nombre d#animaux morts ou euthanasiés, la procédure d#essai se pour
suit en suivant les flèches indiquées. 
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européenne est le règlement (CE) n o 1272/2008. Dans le cas de la toxicité aiguë par 
inhalation, le règlement (CE) n o 1272/2008 (9) ne prévoit pas la catégorie 5.



 

Appendice 4 bis 

Toxicité aiguë par inhalation: 

Procédure d'essai avec une concentration initiale de 0.05 mg/l/4h pour les 
vapeurs 
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Appendice 4 ter 

Toxicité aiguë par inhalation: 

Procédure d"essai avec une concentration initiale de 0,5 mg/l/4h pour les 
aérosols 
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Appendice 4 quater 

Toxicité aiguë par inhalation: 

Procédure d"essai avec une concentration initiale de 1 mg/l/4h pour les 
aérosols 
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Appendice 4 quinquies 

Toxicité aiguë par inhalation: 

Procédure d'essai avec une concentration initiale de 5 mg/l/4h pour les 
aérosols 
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B.53. ÉTUDE DE NEUROTOXICITE POUR LE DEVELOPPEMENT 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice pour les 
essais de produits chimiques n o 426 (2007) de l'OCDE. En juin 1995, à 
Copenhague, un groupe de travail de l'OCDE sur la toxicité pour la repro
duction et le développement a débattu de la pertinence d'une actualisation 
des lignes directrices de l'OCDE existantes sur la toxicité pour la reproduc
tion et le développement, et de l'élaboration de nouvelles lignes directrices 
sur des effets qui ne sont pas actuellement couverts (1). Le groupe de travail 
a recommandé la rédaction d'une ligne directrice concernant la neurotoxicité 
pour le développement, fondée sur une ligne directrice de l'Agence des 
États-Unis pour la protection de l'environnement (US EPA), révisée 
depuis (2). Une seconde réunion de consultation s'est tenue en juin 1996 
à Copenhague avec pour objet de livrer au secrétariat des informations sur 
l'avant-projet d'une nouvelle ligne directrice sur la neurotoxicité pour le 
développement, notamment concernant des éléments majeurs tels que des 
précisions sur le choix de l'espèce animale, la période d'administration, la 
durée de l'essai, les effets à évaluer et les critères d'évaluation des résultats. 
L'US EPA a publié une ligne directrice sur l'évaluation des risques neuro
toxiques en 1998 (3). Une consultation d'experts de l'OCDE et un atelier de 
travail de l'Institut des sciences du risque ISLI se sont tenus parallèlement 
en octobre 2000, tandis qu'une consultation d'experts a eu lieu à Tokyo en 
2005. Ces rencontres avaient dans leur ensemble pour objectif de débattre 
de questions scientifiques et techniques relatives à l'actuelle ligne directrice, 
et les recommandations qui en ont résulté (4) (5) (6) (7) ont été prises en 
compte lors de l'élaboration de la présente méthode d'essai. Les documents 
d'orientation n o 43 <Reproductive Toxicity Testing and Assessment# (8) et 
n o 20 <Neurotoxicity testing# (9) contiennent d'autres informations sur la 
mise en "uvre, l'interprétation et la terminologie relatives à cette méthode 
d'essai. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

2. De nombreuses substances chimiques sont connues pour entraîner des effets 
neurotoxiques sur le développement chez l'homme et chez d'autres espèces 
(10) (11) (12) (13). Il est parfois nécessaire de déterminer la neurotoxicité 
potentielle pour le développement d'une substance chimique et d'estimer et 
d'évaluer ses caractéristiques toxiques. Les études de neurotoxicité pour le 
développement ont pour objectif de produire des résultats relatifs aux effets 
fonctionnels et morphologiques potentiels exercés sur le système nerveux en 
développement de la progéniture après exposition in utero et aux premiers 
stades de la vie, notamment des caractérisations par des courbes de réponse 
à la dose. 

3. Une étude de neurotoxicité pour le développement peut être menée isolé
ment, ou intégrée dans une étude de toxicité pour la reproduction et/ou de 
neurotoxicité chez l'adulte [par exemple méthodes d'essai B.34 (14), B.35 
(15), B.43 (16)], ou encore annexée à une étude de toxicité pour le déve
loppement prénatal [par exemple méthode d'essai B.31 (17)]. Si l'étude est 
intégrée dans une autre étude ou annexée, il est impératif de maintenir 
l'intégrité des deux types d'études. Tous les essais doivent être conformes 
à la législation en vigueur et aux lignes directrices gouvernementales et 
institutionnelles applicables concernant l'utilisation des animaux de labora
toire à des fins de recherche (par exemple 18). 

4. Le laboratoire qui mène l'essai doit tenir compte de toutes les informations 
disponibles sur la substance d'essai avant de procéder à l'étude. Il s'agit 
notamment d'informations sur l'identité et la structure de la substance 
chimique, sur ses propriétés physico-chimiques, sur les résultats de tout 
autre essai de toxicité in vitro ou in vivo réalisé sur la substance, sur les 
données toxicologiques relatives à d'autres substances chimiques apparen
tées, ainsi que sur la ou les utilisations prévues de la substance. Ces rensei
gnements sont nécessaires pour convaincre toutes les parties intéressées de 
l'intérêt de l'essai pour la protection de la santé humaine, et ils seront utiles 
pour déterminer la dose initiale appropriée. 
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PRINCIPE DE L'ESSAI 

5. La substance d'essai est administrée aux animaux pendant les périodes de 
gestation et de lactation. Les mères sont testées pour évaluer les effets sur 
les femelles gravides et allaitantes, avec pour objectif additionnel l'acquisi
tion d'informations comparatives (entre mère et progéniture). La neurotoxi
cité est évaluée sur des descendants sélectionnés au hasard dans les portées. 
L'évaluation comprend des observations destinées à détecter des anomalies 
neurologiques macroscopiques et comportementales, notamment l'examen 
du développement physique, de l'ontogénie comportementale, de l'activité 
motrice, des fonctions motrices et sensorielles, et de l'apprentissage et de la 
mémoire, ainsi que l'évaluation pondérale du cerveau et de la neuropatho
logie au cours du développement postnatal et à l'âge adulte. 

6. Lorsque la méthode d'essai est mise en "uvre dans le cadre d'une étude 
séparée, il est possible d'appliquer sur des animaux surnuméraires disponi
bles dans chaque groupe des protocoles spécifiques d'étude du neurocom
portement, de neuropathologie, de neurochimie ou d'électrophysiologie 
susceptibles de compléter les résultats obtenus par les examens recom
mandés par la présente méthode d'essai (16) (19) (20) (21). Ces protocoles 
présentent un intérêt particulier lorsque l'observation empirique, les effets 
escomptés ou le mécanisme ou le mode d'action évoquent un type spéci
fique de neurotoxicité. Ces protocoles supplémentaires peuvent être appli
qués aux mères aussi bien qu'aux petits. Il est également possible de 
recourir à d'autres protocoles ex vivo ou in vitro, sous réserve qu'ils n'al
tèrent pas l'intégrité des protocoles in vivo. 

PRÉPARATIONS EN VUE DE L'ESSAI 

Sélection de l'espèce animale 

7. L'espèce animale expérimentale privilégiée est le rat; d'autres espèces 
peuvent être utilisées, s'il y a lieu. Toutefois, il convient de noter que le 
nombre de jours de gestation et de développement postnatal spécifiés dans 
cette méthode d'essai correspond à des souches de rats couramment utili
sées, et que des durées comparables devront être choisies dans le cas de 
l'utilisation d'une autre espèce ou d'une souche inhabituelle. L'emploi d'une 
autre espèce sera justifié par des données toxicologiques, pharmacociné
tiques, et/ou d'une autre nature. La légitimation du choix doit s'appuyer 
sur des évaluations neurocomportementales et neuropathologiques postna
tales déjà disponibles, spécifiques de l'espèce. Lorsqu'un essai antérieur a 
produit des résultats préoccupants, il convient de se pencher sur l'espèce ou 
la souche utilisée pour cet essai. Les différentes souches de rat se caracté
risent par des performances dissemblables et il convient donc de fournir les 
preuves démontrant que la souche sélectionnée présente une fécondité et 
une réactivité adéquates. La fiabilité et la sensibilité de la détection de la 
neurotoxicité pour le développement sur les autres espèces devront être 
documentées. 

Conditions d'hébergement et d'alimentation 

8. La température du local abritant les animaux expérimentaux doit être de 22 
± 3 °C. L'humidité relative doit atteindre au moins 30 % et, de préférence, 
elle n'excédera pas 70 %, sauf pendant le nettoyage du local, mais il faut 
s'efforcer de la maintenir à 50-60 %. L'éclairage doit être artificiel, avec une 
alternance de 12 heures de lumière et de 12 heures d'obscurité. Il est 
possible d'inverser le cycle d'éclairage avant l'accouplement et pendant la 
durée de l'étude, afin de procéder aux évaluations des effets fonctionnels et 
comportementaux pendant la période d'obscurité (sous lumière rouge), c'est- 
à-dire pendant la période d'activité normale des animaux (22). Toute modi
fication du cycle lumière-obscurité doit inclure une période d'acclimatation 
suffisante pour l'adaptation des animaux aux nouvelles conditions. L'alimen
tation correspond à des régimes de laboratoire conventionnels avec accès 
illimité à l'eau de boisson. Il y a lieu de consigner la nature des aliments et 
de l'eau et d'analyser ceux-ci pour détecter la présence de contaminants. 
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9. Les animaux peuvent être logés individuellement ou réunis dans des cages 
en petits groupes du même sexe. L'accouplement doit avoir lieu dans des 
cages adaptées à cet usage. Dès confirmation de la copulation ou avant le 
15e jour de gestation, les animaux fécondés doivent être placés individuel
lement dans des cages de mise bas ou de maternité. Cet équipement doit 
être aménagé pour réduire au minimum les éventuels effets de placement en 
cage. Les femelles fécondées disposeront de matériaux de nidification 
adéquats et bien définis aux abords de la mise bas. Il est notoire qu'une 
manipulation ou un stress superflu pendant la gestation peut provoquer des 
effets indésirables, notamment un avortement ou un développement f"tal ou 
postnatal perturbé. Afin de se prémunir contre une mortalité f"tale due à 
des facteurs non liés au traitement, il convient de manipuler avec soin les 
animaux pendant la gestation, et d'éviter tout stress exercé par des facteurs 
externes tels qu'un bruit excessif. 

Préparation des animaux 

10. Il faut utiliser des animaux sains, acclimatés aux conditions de laboratoire et 
n'ayant préalablement subi aucun traitement expérimental, à moins que 
l'étude ne soit incorporée dans une autre étude (voir paragraphe 3). Les 
animaux expérimentaux doivent être caractérisés en termes d'espèce, de 
souche, de source, de sexe, de poids et d'âge. Chaque animal doit être 
affecté et marqué d'un numéro d'identification individuel. Il convient de 
maintenir autant que possible une uniformité de poids et d'âge des animaux, 
dans tous les groupes de l'essai, et de se trouver dans la gamme de valeurs 
normales de l'espèce et de la souche étudiées. À chaque niveau de dose, il 
faut utiliser des animaux femelles nullipares adultes jeunes. Les individus 
d'une même fratrie ne peuvent pas être accouplés, et des précautions doivent 
être prises dans ce sens. Le jour de gestation (JG) 0 est le jour auquel on 
observe un bouchon vaginal et/ou des spermatozoïdes. Les animaux à 
gestation datée acquis auprès d'un fournisseur disposeront d'une période 
d'acclimatation adéquate (par exemple 2-3 jours). Les femelles fécondées 
doivent être affectées sans biais aux groupes témoin et de traitement et, dès 
que possible, uniformément réparties dans les groupes (par exemple il est 
recommandé d'employer un protocole aléatoire stratifié pour uniformiser la 
répartition entre tous les groupes, notamment fondé sur le poids corporel). 
Les femelles inséminées par le même mâle doivent être également réparties 
dans les groupes. 

PROTOCOLE 

Nombre et sexe des animaux 

11. Chaque groupe traité et témoin doit contenir un nombre suffisant de 
femelles gravides exposées à la substance d'essai afin de garantir l'obtention 
d'un nombre adéquat de descendants pour évaluer la neurotoxicité. Un 
nombre total de 20 portées est recommandé pour chaque niveau de dose. 
Il est possible d'utiliser des modèles d'administration avec répétition des 
expériences et groupes échelonnés sous réserve que le nombre total de 
portées par groupe soit adéquat, et que des modèles statistiques appropriés 
soient utilisés pour tenir compte des expériences identiques. 

12. Au jour 4 après la naissance (JAN 4) ou avant (le jour de la mise bas est 
JAN 0), la taille de chaque portée doit être ajustée en éliminant les petits en 
excès par sélection aléatoire pour que toutes les portées soient de taille 
identique (23). La taille de la portée ne doit pas dépasser la taille de 
portée moyenne pour la souche de rongeur utilisée (8-12). Les nombres 
de petits mâles et femelles doivent être aussi proches que possible de 
l'égalité. Il ne convient pas de procéder à une élimination sélective des 
petits basée, par exemple, sur le poids corporel. Après standardisation des 
portées (restriction) et avant toute analyse des effets fonctionnels, chaque 
petit sur lequel on a programmé des essais présevrage ou postsevrage doit 
être identifié individuellement par une méthode humaine adéquate d'identi
fication des petits (par exemple 24). 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 789



 

Affectation des animaux aux essais fonctionnels et comportementaux, 
aux mesures de poids du cerveau et aux évaluations neuropathologiques 

13. La méthode d'essai admet des approches diverses quant à la répartition des 
animaux exposés in utero et via l'allaitement dans les différents essais 
fonctionnels et comportementaux, à la détermination de la maturité sexuelle 
et du poids du cerveau et à l'évaluation neuropathologique (25). Il est 
possible d'ajouter d'autres essais sur la fonction neurocomportementale 
(par exemple comportement social), ou des essais de neurochimie ou de 
neuropathologie, au cas par cas, à condition que l'intégrité des essais 
initiaux requis ne soit pas compromise. 

14. Les petits sont sélectionnés dans chaque groupe de dose et affectés à une 
évaluation d'effet au JAN 4 ou après. La sélection des petits doit permettre, 
dans la mesure du possible, une représentation équilibrée des deux sexes de 
chaque portée, pour chaque groupe de dose, dans tous les essais. Dans le 
test d'activité motrice, il convient d'analyser la même paire de petits mâle et 
femelle à tous les âges de présevrage (voir paragraphe 35). Pour tous les 
autres essais, on peut affecter des paires identiques ou différentes d'animaux 
mâles et femelles aux différents essais comportementaux. Pour l'étude de la 
fonction cognitive, il peut s'avérer nécessaire d'affecter des petits différents 
aux essais sur animaux immatures et sur animaux adultes, afin d'éviter toute 
confusion entre les effets de l'âge et les effets d'un entraînement antérieur 
pour ces mesures (26) (27). Au moment du sevrage (JAN 21), les petits qui 
ne sont pas sélectionnés pour des tests peuvent être sacrifiés humainement. 
Toute modification de la répartition des petits doit être consignée. L'unité 
statistique de la mesure est la portée (ou la mère) et non le petit. 

15. Il existe différentes façons de répartir les petits dans les examens présevrage 
et postsevrage, les essais cognitifs, les examens pathologiques, etc. (un 
modèle général est proposé à la figure 1 et des exemples de répartition 
sont présentés dans l'appendice 1). Il est recommandé d'employer les 
nombres minimaux suivants d'animaux dans chaque groupe de dose pour 
les examens présevrage et postsevrage: 

Observations cliniques et poids corporel Tous les animaux 

Observations cliniques detaillées 20/sexe (1/sexe/portée) 

Poids du cerveau (postfixation) JAN 11-22 10/sexe (1/portée) 

Poids du cerveau (non fixé) ~JAN 70 10/sexe (1/portée) 

Neuropathologie (fixation par immersion ou 
perfusion) JAN 11-22 

10/sexe (1/portée) 

Neuropathologie (fixation par perfusion) 
JAN ~70 

10/sexe (1/portée) 

Maturité sexuelle 20/sexe (1/sexe/portée) 

Autres marqueurs du développement (facul
tatif) 

Tous les animaux 

Ontogénie comportementale 20/sexe (1/sexe/portée) 

Activité motrice 20/sexe (1/sexe/portée) 

Fonction motrice et sensorielle 20/sexe (1/sexe/portée) 

Apprentissage et mémoire 10/sexe ( a ) (1/portée) 

( a ) Selon la sensibilité des essais de fonction cognitive, il faut parfois envisager 
d'étudier un plus grand nombre d'animaux, par exemple 1 mâle et 1 femelle par 
portée (pour la répartition des animaux, se reporter à l'appendice 1) [d'autres 
recommandations sur la taille de l'échantillon sont fournies dans le document 
d'orientation no 43 de l'OCDE (8)]. 
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Dosage 

16. On doit utiliser au moins trois niveaux de doses différents et un groupe 
témoin en parallèle. Les niveaux de dose doivent être espacés de façon à 
produire une gradation des effets toxiques. Si elle n'est pas limitée par les 
propriétés physico-chimiques ou biologiques de la substance d'essai, la dose 
la plus élevée doit être choisie en vue d'induire une certaine toxicité pour la 
mère [par exemple signes cliniques, diminution du gain de poids corporel 
(pas plus de 10 %) et/ou preuve de toxicité limitée par la dose dans un 
organe cible]. La dose élevée ne doit pas dépasser 1 000 mg/kg/jour de 
poids corporel, sauf exception, par exemple, si l'exposition humaine prévue 
indique qu'il est nécessaire d'utiliser une dose plus élevée. Il est également 
possible de mener des études pilotes ou des études préliminaires de déter
mination d'un ordre de grandeur afin de définir la dose la plus élevée qu'il 
faut utiliser pour produire une toxicité minimale pour la mère. Lorsque la 
substance d'essai s'est révélée toxique sur le plan du développement dans 
une étude standard de toxicité pour le développement ou dans une étude 
pilote, la dose la plus élevée doit être la dose maximale qui n'induit pas de 
toxicité excessive pour la descendance, ni de mort in utero ou néonatale, ni 
de malformations, qui empêcherait une évaluation significative de la neuro
toxicité. La dose la plus faible ne doit produire aucun signe de toxicité pour 
la mère ni de toxicité pour le développement, notamment de neurotoxicité. 
Il convient de sélectionner une séquence de doses décroissantes en vue de 
mettre en évidence une relation dose-effet et une concentration sans effet 
nocif observé (CSENO), ou des doses proches de la limite de détection 
permettant de déterminer un niveau de référence. Les intervalles optimaux 
au sein d'une séquence de doses décroissantes sont souvent d'un facteur de 
2 à 4 et l'adjonction d'un quatrième groupe de dose est souvent préférable à 
l'administration de doses très espacées (par exemple par un facteur de plus 
de 10). 

17. Il convient de choisir des niveaux de dose en considérant toutes les données 
existantes sur la toxicité ainsi que d'autres informations sur le métabolisme 
et la toxicocinétique de la substance d'essai ou de composés apparentés. Ces 
informations contribueront également à justifier l'échelle des doses. Il faut 
envisager l'administration directe aux petits en se fondant sur des informa
tions relatives à l'exposition et à la pharmacocinétique (28) (29). Il faudra 
soigneusement évaluer les avantages et les inconvénients avant la mise en 
"uvre d'études d'administration directe (30). 

18. Le groupe témoin étudié en parallèle doit être un groupe témoin fictivement 
traité ou un groupe témoin traité par le véhicule, lorsqu'un véhicule est 
utilisé pour administrer la substance d'essai. Tous les groupes doivent rece
voir le même volume de substance d'essai ou de véhicule, rapporté au poids 
corporel. Lorsqu'un véhicule ou un autre adjuvant est utilisé pour faciliter 
l'administration, il convient de tenir compte des caractéristiques suivantes: 
effets sur l'absorption, la distribution, le métabolisme, ou la rétention de la 
substance d'essai; effets sur les propriétés chimiques de la substance d'essai 
susceptibles de modifier ses caractéristiques toxiques; effets sur la consom
mation d'aliments ou d'eau ou l'état nutritionnel des animaux. Le véhicule 
ne doit provoquer aucun effet susceptible d'interférer avec l'interprétation de 
l'étude et ne doit induire aucune toxicité sur le plan neurocomportemental, 
ni exercer d'effets sur la reproduction ou le développement. Dans le cas de 
l'utilisation de nouveaux véhicules, il convient d'inclure dans l'étude, outre 
le groupe véhicule témoin, un groupe témoin fictivement traité. Les 
animaux inclus dans le ou les groupes témoins doivent être manipulés 
exactement comme les animaux des groupes d'essai. 
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Administration des doses 

19. La substance d'essai ou le véhicule doivent être administrés par la voie la 
plus représentative de l'exposition humaine potentielle, en fondant le choix 
sur des informations disponibles sur le métabolisme et la distribution dans 
les animaux expérimentaux. La voie d'administration sera généralement 
orale (par exemple gavage, aliments ou eau de boisson), mais il est possible 
d'utiliser d'autres voies (par exemple voie cutanée, inhalation), justifiées par 
des caractéristiques particulières ou des voies d'exposition de l'homme envi
sagées ou connues [d'autres informations sont fournies dans le document 
d'orientation n o 43 (8)]. Il convient de motiver le choix de la voie d'admi
nistration. La substance d'essai doit être administrée tous les jours à peu 
près au même moment. 

20. La dose administrée à chaque animal dépend normalement de la mesure la 
plus récente du poids corporel du sujet. Toutefois, les doses devront être 
ajustées avec précaution dans le dernier tiers de la gestation. Si une toxicité 
excessive est observée sur les mères traitées, elles seront humainement 
sacrifiées. 

21. La substance d'essai ou le véhicule doivent être administrés au minimum 
quotidiennement aux femelles fécondées à partir du moment de l'implanta
tion (JG 6) et jusqu'à la fin de la lactation (JAN 21), de façon à exposer les 
petits à la substance d'essai pendant le développement neurologique prénatal 
et postnatal. L'âge au début de l'administration et la durée et la fréquence 
des administrations peuvent être ajustés, s'il est démontré qu'un autre 
modèle expérimental correspond mieux aux expositions de l'homme. Les 
durées d'administration doivent être adaptées aux autres espèces de façon à 
garantir une exposition pendant toutes les périodes précoces du développe
ment du cerveau (c'est-à-dire équivalentes à la croissance cérébrale humaine 
prénatale et postnatale précoce). Il est possible de commencer l'administra
tion au début de la gestation (JG 0), mais il convient d'envisager que la 
substance d'essai puisse entraîner une perte préimplantatoire. Le choix d'une 
administration à partir du JG 6 permettrait d'écarter ce risque, mais les 
stades du développement compris entre JG 0 et 6 ne seraient alors pas 
traités. Il est impossible de commencer l'administration à JG 0 sur des 
animaux à accouplement daté acquis par le laboratoire, et JG 6 semble 
par conséquent un bon compromis de jour de départ. Le laboratoire 
d'essai prendra soin d'ajuster le régime posologique conformément aux 
informations pertinentes dont il dispose sur les effets de la substance d'essai, 
avant l'expérience, et conformément à des considérations logistiques, notam
ment par le prolongement de l'administration après le sevrage. Il est préfé
rable d'interrompre l'administration le jour de la parturition chez les 
animaux qui n'ont pas mis bas tous leurs descendants. On estime en 
général que les petits sont exposés par l'intermédiaire du lait maternel; 
toutefois, l'administration directe aux petits doit être envisagée dans les 
cas d'absence de preuve d'une exposition continue de la progéniture. Ces 
preuves peuvent être tirées, par exemple, d'informations pharmacociné
tiques, de toxicité sur la progéniture ou de modification des marqueurs 
biologiques (28). 

OBSERVATIONS 

Observations sur les mères 

22. Toutes les mères doivent faire l'objet d'une observation attentive au moins 
une fois par jour, afin de constater leur état de santé et de relever la 
morbidité et la mortalité. 

23. Pendant les périodes de traitement et d'observation, des examens cliniques 
plus détaillés sont périodiquement menés (au moins deux fois pendant la 
période d'administration au cours de la gestation et deux fois pendant la 
période d'administration au cours de la lactation), en employant au moins 
dix mères par dose. Les animaux doivent être observés à l'extérieur de leur 
cage d'habitation, par des techniciens formés ignorant le traitement des 
animaux, et suivant des protocoles normalisés visant à limiter autant que 
possible les biais liés au stress des animaux, à l'observateur, et à optimiser 
la reproductibilité interobservateurs. Dans la mesure du possible, il est 
préférable que toutes les observations d'une étude donnée soient réalisées 
par le même technicien. 
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24. La présence de signes observés doit être consignée. Autant que possible, 
leur ampleur doit également être notée. Les observations cliniques incluront, 
sans s'y limiter, des modifications de l'état de la peau, de la fourrure, des 
yeux, des muqueuses, la présence de sécrétions, et l'activité autonome (par 
exemple larmoiement, horripilation, taille des pupilles, mode de respiration 
inhabituel, et/ou respiration par la bouche, et tous signes inhabituels de 
miction ou défécation). 

25. Il faut également noter toutes les réactions inhabituelles dans la position du 
corps, le niveau d'activité (par exemple augmentation ou diminution de 
l'exploration de la zone standard) et la coordination des mouvements. Les 
modifications de la marche (par exemple marche en canard, ataxie), de la 
posture (par exemple dos rond) et de la réactivité à la manipulation, à la 
pose ou à d'autres stimuli environnementaux, ainsi que la présence de 
mouvements cloniques ou toniques, de convulsions, de tremblements, de 
stéréotypies (par exemple toilettage excessif, mouvements inhabituels de la 
tête, déplacements répétés en cercle), de comportements étranges (par 
exemple morsures ou léchage excessif, automutilation, marche à reculons, 
vocalisation), ou d'agression doivent être enregistrés. 

26. Les signes de toxicité doivent être enregistrés, notamment le jour de leur 
apparition, le moment de la journée, leur degré et leur durée. 

27. Les animaux sont pesés au moment de l'administration au moins une fois 
par semaine pendant toute l'étude, ou le jour de la mise bas ou à un moment 
proche de ce jour et à JAN 21 (sevrage). Dans les études par gavage, les 
mères doivent être pesées au moins deux fois par semaine. Les doses sont 
ajustées au moment de chaque pesée, s'il y a lieu. La consommation d'ali
ments est mesurée une fois par semaine au moins pendant la gestation et la 
lactation. La consommation d'eau doit être mesurée au moins une fois par 
semaine si les animaux sont exposés par l'eau de boisson. 

Observations sur la progéniture 

28. Tous les petits doivent être attentivement examinés au moins quotidienne
ment pour détecter les signes de toxicité et déterminer la morbidité et la 
mortalité. 

29. Pendant les périodes de traitement et d'observation, des examens cliniques 
plus détaillés des descendants doivent être réalisés. La progéniture (au 
moins un petit/sexe/portée) doit être observée par des techniciens formés 
ignorant le traitement des animaux, suivant des protocoles normalisés visant 
à réduire au minimum les biais et à optimiser la reproductibilité interobser
vateurs. Dans la mesure du possible, il est préférable que les observations 
soient réalisées par le même technicien. On contrôlera au minimum les 
effets décrits dans les paragraphes 24 et 25, s'ils s'appliquent au stade du 
développement étudié. 

30. Tous les signes de toxicité sur la progéniture doivent être consignés, notam
ment le jour de leur apparition, le moment de la journée, leur degré et leur 
durée. 

Marqueurs physiques et développementaux 

31. Les modifications des marqueurs du développement antérieurs au sevrage 
(par exemple dépliement du pavillon de l'oreille, ouverture des yeux, 
poussée des incisives) sont étroitement corrélées au poids corporel (30) 
(31). Le poids corporel est donc souvent le meilleur indicateur du dévelop
pement physique. Il est par conséquent recommandé de mesurer les 
marqueurs de développement uniquement lorsque les indices préalables 
suggèrent que ces données fourniront de nouvelles informations. Le calen
drier d'évaluation de ces paramètres est indiqué dans le tableau 1. En se 
fondant sur les effets anticipés et les résultats des mesures initiales, il peut 
être judicieux d'ajouter d'autres dates d'examen ou de réaliser les mesures à 
d'autres stades du développement. 
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32. Il est préférable d'utiliser l'âge postcoïtal plutôt que l'âge postnatal pour 
évaluer le développement physique (33). Si l'essai est réalisé le jour du 
sevrage, il est recommandé d'examiner les petits avant sevrage effectif 
pour éviter toute confusion avec l'effet du stress associé au sevrage. De 
surcroît, on ne procédera à aucun examen postsevrage des petits au cours 
des deux jours qui suivent cet événement. 

Tableau 1 

Calendrier d'évaluation des marqueurs physiques et développementaux, et des effets 
fonctionnels/comportementaux ( a ) 

Âges 

Effets 
Présevrage ( b ) Adolescence ( b ) Jeunes adultes ( b ) 

Marqueurs physiques et développementaux 

Poids corporel et 
observations cliniques 

hebdomadaire ( c ) au moins toutes les 
deux semaines 

au moins toutes les 
deux semaines 

Poids du cerveau JAN 22 ( d ) à la fin 

Neuropathologie JAN 22 ( d ) à la fin 

Maturité sexuelle ! en temps opportun ! 

Autres marqueurs du 
développement ( e ) 

s'il y a lieu ! ! 

Effets fonctionnels/comportementaux 

Ontogénie comporte
mentale 

au moins deux 
mesures 

Activité motrice (y 
compris accoutumance) 

1-3 fois ( f ) ! une fois 

Fonction motrice et 
sensorielle 

! une fois une fois 

Apprentissage et 
mémoire 

! une fois une fois 

( a ) Ce tableau présente le nombre minimal de mesures à réaliser. En fonction des effets anticipés et des 
résultats des mesures initiales, il peut être judicieux d'ajouter d'autres dates d'examen (par exemple sur 
animaux âgés) ou de réaliser les mesures à d'autres stades du développement. 

( b ) Il est recommandé de suspendre l'essai sur les petits pendant les deux jours qui suivent le sevrage (voir 
paragraphe 32). Les dates suivantes sont conseillées pour les essais sur adolescents: apprentissage et 
mémoire = JAN 25 ± 2; fonction motrice et sensorielle = JAN 25 ± 2. Les âges recommandés pour les 
essais sur jeunes adultes sont JAN 60-70. 

( c ) Il convient de mesurer les masses corporelles au moins deux fois par semaine dans le cas d'une 
administration directe sur les petits afin d'ajuster les doses pendant la période de gain de masse 
corporelle rapide. 

( d ) Le poids du cerveau et la neuropathologie peuvent être évalués plus tôt (par exemple JAN 11), si 
nécessaire (voir paragraphe 39). 

( e ) Le cas échéant, d'autres marqueurs du développement, outre le poids corporel (par exemple ouverture 
des yeux), seront consignés (voir paragraphe 31). 

( f ) Voir paragraphe 35. 

33. Les petits vivants doivent être comptés et sexés, par exemple, par examen 
visuel ou mesure de la distance ano-génitale (34) (35), et chaque petit d'une 
portée doit être pesé individuellement à la naissance ou peu après, puis au 
moins une fois par semaine pendant l'allaitement, et au moins toutes les 
deux semaines par la suite. Pour évaluer la maturité sexuelle, il faut déter
miner l'âge et la masse corporelle de l'animal à l'apparition de la perméa
bilité vaginale (36) ou de la séparation prépuciale (37) sur au moins un 
mâle et une femelle par portée. 
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Ontogénie comportementale 

34. L'ontogénie des comportements sélectionnés doit être mesurée sur au moins 
un petit/sexe/portée pendant la période d'âge appropriée, et sur les mêmes 
petits à toutes les dates d'essai pour tous les comportements évalués. Il 
convient d'espacer uniformément les dates de mesure sur cette période, 
afin de déterminer si la modification de l'ontogénie de ce comportement 
est normale ou liée au traitement (38). Quelques exemples de comporte
ments susceptibles de donner lieu à une évaluation de l'ontogénie sont les 
suivants: réflexe de redressement, géotaxie négative et activité motrice (38) 
(39) (40). 

Activité motrice 

35. L'activité motrice doit être suivie (41) (42) (43) (44) (45) pendant la période 
préalable au sevrage et à l'âge adulte. La mise en "uvre de l'essai au 
moment du sevrage est décrite au paragraphe 32. La longueur de la 
session d'essai doit permettre de démontrer l'accoutumance intrasession 
des témoins non traités. Il est vivement recommandé d'utiliser l'activité 
motrice pour évaluer l'ontogénie comportementale. Dans un essai d'onto
génie comportementale, il faut utiliser les mêmes animaux dans toutes les 
sessions d'essai préalables au sevrage. Les observations doivent être suffi
samment fréquentes pour permettre d'évaluer l'ontogénie de l'accoutumance 
intrasession (44). À cet effet, l'essai peut demander trois examens ou davan
tage avant le sevrage, jour du sevrage compris (par exemple JAN 13, 17, 
21). Il convient également d'analyser les mêmes animaux, ou des animaux 
de la fratrie, à l'âge adulte vers la fin de l'étude (par exemple à JAN 60-70). 
Si nécessaire, des dates d'essai peuvent être ajoutées. L'activité motrice doit 
être contrôlée par un appareil d'enregistrement automatique capable de 
détecter aussi bien des augmentations que des diminutions d'activité 
(c'est-à-dire que l'activité de base mesurée par le dispositif ne doit pas 
être trop modérée, ce qui empêcherait la détection des diminutions d'acti
vité, ni trop élevée, ce qui empêcherait la détection d'augmentations). Tous 
les appareils seront testés par des protocoles standard afin de garantir, dans 
la mesure du possible, la reproductibilité entre appareils et entre dates de 
mesure. Il conviendra d'équilibrer au mieux les groupes de traitement 
affectés à chaque appareil. Chaque animal doit être testé individuellement. 
Il faut répartir les groupes d'évaluation de l'essai sur la journée pour tenir 
compte des rythmes d'activité circadiens. On s'attachera particulièrement à 
réduire au minimum les variations affectant les conditions de l'essai et à 
éviter de les rattacher systématiquement au traitement. Les variables suscep
tibles d'affecter de nombreuses mesures du comportement, notamment l'ac
tivité motrice, comprennent l'intensité du bruit, les dimensions et la forme 
de la cage de l'essai, la température, l'humidité relative, les conditions de 
luminosité, les odeurs, l'utilisation de la cage d'habitation pour les tests ou 
d'une nouvelle cage d'essai et les distractions dues à l'environnement. 

Fonction motrice et sensorielle 

36. Les fonctions motrices et sensorielles doivent être étudiées en détail au 
moins une fois pendant la période de l'adolescence et une fois à l'âge 
jeune adulte (par exemple JAN 60-70). Pour procéder aux essais au 
moment du sevrage, se reporter au paragraphe 32. Il convient de mener 
les expériences en nombre suffisant pour garantir un échantillonnage quan
titatif approprié des modalités sensorielles (par exemple somato-sensorielle, 
vestibulaire) et des fonctions motrices (par exemple force, coordination). La 
réponse à la poussée (46), le réflexe de redressement (47) (48), l'accoutu
mance au sursaut auditif (40) (49) (50) (51) (52) (53) (54), et les potentiels 
évoqués (55) comptent parmi les exemples de tests des fonctions motrices et 
sensorielles. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 795



 

Essais d'apprentissage et de mémoire 

37. Un essai d'apprentissage associatif et de mémoire doit être mené après le 
sevrage (par exemple 25 ± 2 jours) et chez les jeunes adultes (JAN 60 et 
plus). Pour ce qui est de l'essai au moment du sevrage, on se reportera au 
paragraphe 32. Il est possible d'utiliser des essais identiques ou différents 
aux deux stades de développement. Le choix du ou des essais d'apprentis
sage et de mémoire chez les rats sevrés et adultes reste relativement libre, 
mais les tests doivent satisfaire deux critères. Tout d'abord, l'apprentissage 
doit être évalué soit comme un changement au cours de plusieurs tests ou 
sessions répétées d'apprentissage, ou bien, dans des essais mettant en "uvre 
un seul test, par référence à une condition expérimentale qui contrôle les 
effets non associatifs de l'entraînement. De plus, le ou les essais doivent 
inclure une mesure de la mémoire (à court terme ou à long terme) en plus 
de l'apprentissage initial (acquisition), mais cette mesure de mémoire n'a pas 
lieu d'être rapportée si une mesure d'acquisition n'a pas été obtenue dans le 
même essai. Dans le cas où le ou les essais d'apprentissage et de mémoire 
démontrent un effet de la substance d'essai, il convient d'envisager l'utilisa
tion d'autres tests visant à éliminer toute interprétation fondée sur des alté
rations des capacités sensorielles, de motivation et/ou motrices. Outre ces 
deux critères, il est recommandé de choisir l'essai d'apprentissage et de 
mémoire en tenant compte de sa sensibilité démontrée à la classe de la 
substance chimique à l'étude, dans la mesure où cette information est dispo
nible dans la littérature. Si elle ne l'est pas, la liste ci-dessous propose des 
tests qui peuvent être réalisés pour satisfaire aux critères mentionnés plus 
haut dans ce paragraphe: test d'évitement passif (43) (56) (57), appariement 
retardé de la position pour le rat adulte (58) et pour le rat avant sevrage 
(59), conditionnement olfactif (43) (60), labyrinthe d'eau de Morris (61) 
(62) (63), labyrinthe de Biel ou de Cincinnati (64) (65), labyrinthe à bras 
radiaux (66), labyrinthe en T (43), acquisition et rétention d'un comporte
ment programmé (26) (67) (68). D'autres essais décrits dans la littérature 
s'appliquent aux rats sevrés (26) (27) et adultes (19) (20). 

Autopsie 

38. Les mères peuvent être euthanasiées après sevrage de leur progéniture. 

39. L'évaluation neuropathologique des descendants sera menée sur des tissus 
prélevés sur des animaux humainement sacrifiés au JAN 22 ou plus tôt dans 
l'étude, entre JAN 11 et JAN 22, et également à la fin de l'étude. Les tissus 
cérébraux doivent être examinés sur les petits sacrifiés jusqu'au JAN 22; sur 
les animaux sacrifiés à la fin de l'étude, on évaluera les tissus du système 
nerveux central (SNC) et du système nerveux périphérique (SNP). Les 
tissus des animaux sacrifiés au JAN 22 ou plus tôt peuvent être fixés par 
immersion ou perfusion. Ceux des animaux tués à la fin de l'étude doivent 
être fixés par perfusion. Tous les aspects de la préparation des échantillons 
de tissus, depuis la perfusion des animaux jusqu'à la dissection des échan
tillons de tissus, au traitement des tissus et à la coloration des lames, 
devront respecter un plan expérimental contrebalancé tel que chaque lot 
contienne des échantillons représentatifs de chaque groupe de dose. Le 
document d'orientation n o 20 de l'OCDE (9) contient des informations 
supplémentaires sur la neuropathologie [voir également (103)]. 

Traitement des échantillons de tissus 

40. Toutes les anomalies macroscopiques évidentes au moment de l'autopsie 
doivent être consignées. Les échantillons de tissus prélevés doivent repré
senter les principales régions du système nerveux. Les échantillons sont 
conservés dans un fixateur approprié et traités en suivant des protocoles 
histologiques publiés normalisés (69) (70) (71) (103). L'inclusion dans la 
paraffine est acceptée pour les tissus du SNC et du SNP, mais l'utilisation 
d'osmium lors de la postfixation, associée à des inclusions dans une résine 
époxy, convient parfois mieux lorsqu'un degré plus élevé de résolution est 
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requis (par exemple pour les nerfs périphériques, en cas de suspicion d'une 
neuropathie périphérique ou pour une analyse morphométrique des nerfs 
périphériques). Les tissus cérébraux prélevés à des fins d'analyse morpho
métrique doivent être inclus dans un milieu approprié, simultanément pour 
toutes les doses, afin d'éviter les artefacts de rétrécissement parfois associés 
à un stockage prolongé dans le fixateur (6). 

Examen neuropathologique 

41. L'examen qualitatif a les objectifs suivants: 

i) repérer les régions du système nerveux présentant des indices d'altéra
tions neuropathologiques; 

ii) recenser les types d'altérations neuropathologiques provoqués par l'ex
position à la substance d'essai, et 

iii) évaluer la gravité des altérations neuropathologiques. 

Des coupes histologiques représentatives des échantillons de tissus doivent 
être examinées au microscope par un pathologiste de formation adéquate 
afin de détecter des altérations neuropathologiques. Toutes les altérations 
détectées seront caractérisées par un degré de gravité subjectif. Une colo
ration hématoxyline et éosine suffisent souvent pour évaluer les coupes de 
cerveau des animaux humainement sacrifiés à JAN 22 ou plus tôt. Toute
fois, une coloration de la myéline (par exemple fast blue luxol/violet de 
crésyl) et une coloration à l'argent (par exemple colorations de Biel
schowsky ou de Bodians) sont recommandées pour les coupes de tissus 
du SNC et du SNP prélevés sur les animaux sacrifiés à la fin de l'étude. Le 
pathologiste appréciera, en s'appuyant sur son expérience professionnelle et 
sur la nature des altérations observées, s'il convient d'utiliser d'autres colo
rations afin de repérer et de caractériser des types d'altérations particuliers 
[par exemple protéine acide fibrillaire gliale (GFAP) ou histochimie de la 
lectine pour estimer les altérations gliales et microgliales (72), fluoro-jade 
pour détecter les nécroses (73) (74), ou coloration à l'argent spécifique de la 
dégénérescence neurale (75)]. 

42. Il convient d'effectuer une évaluation morphométrique (quantitative), car ces 
données peuvent contribuer à détecter un effet lié au traitement et sont utiles 
à l'interprétation des différences liées au traitement au niveau du poids du 
cerveau ou de la morphologie (76) (77). Des échantillons de tissu nerveux 
sont prélevés et préparés en vue d'une évaluation morphométrique. Il faut 
inclure, par exemple, des mesures linéaires ou surfaciques de régions spéci
fiques du cerveau (78). De telles mesures se pratiquent sur des coupes 
homologues soigneusement sélectionnées grâce à des repères microsco
piques fiables (6). La stéréologie peut permettre d'identifier des effets liés 
au traitement sur des paramètres tels que le volume ou le nombre de 
cellules spécifiques de régions neuroanatomiques (79) (80) (81) (82) (83) 
(84). 

43. On recherchera par l'examen des cerveaux tous les indices d'altérations 
neuropathologiques associés au traitement, sur des échantillons adéquats 
prélevés dans les principales régions du cerveau [par exemple bulbes olfac
tifs, cortex cérébral, hippocampe, noyaux basaux, thalamus, hypothalamus, 
mésencéphale (tectum, calotte, pédoncules cérébraux), pont, bulbe rachi
dien, cervelet], en s'efforçant de procéder à un examen exhaustif. Il est 
important que les coupes soient prélevées dans le même plan sur tous les 
animaux. Sur les adultes humainement sacrifiés à la fin de l'étude, il faut 
prélever des sections représentatives de la moelle épinière et du SNP. Les 
zones étudiées doivent comprendre l'"il avec le nerf optique et la rétine, la 
moelle épinière au niveau des renflements cervicaux et lombaires, les fibres 
de la chaîne dorsale et ventrale, le nerf sciatique proximal, le nerf tibial 
proximal (au niveau du genou), et les ramifications du nerf tibial au niveau 
des muscles du mollet. La moelle épinière et les nerfs périphériques doivent 
être représentés par des sections transversales et longitudinales. 
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44. L'évaluation neuropathologique doit comprendre un examen permettant de 
détecter des indices de dommages affectant le développement du système 
nerveux (6) (85) (86) (87) (88) (89), en plus des altérations cellulaires (par 
exemple vacuolisation neuronale, dégénérescence, nécrose) et des modifica
tions tissulaires (par exemple gliose, infiltration leucocytaire, formation de 
kystes). À cet égard, il est important de distinguer les effets liés au traite
ment des événements normaux du développement qui surviennent habituel
lement au stade correspondant au moment du sacrifice (90). Quelques 
exemples d'altérations significatives, indicatrices d'effets préjudiciables au 
développement sont cités ci-dessous: 

! modification des dimensions ou de la forme des bulbes olfactifs, des 
hémisphères cérébraux ou du cervelet au niveau macroscopique, 

! modification des dimensions relatives des diverses régions du cerveau, 
notamment augmentations ou diminutions de la taille des régions s'ex
pliquant par une perte ou une persistance de populations normalement 
transitoires de cellules ou de projections axoniques (par exemple couche 
germinale externe du cervelet, corps calleux), 

! modifications de la prolifération, de la migration, et de la différentiation, 
révélées par des zones d'apoptose ou nécrose excessives, de populations 
groupées ou dispersées de neurones ectopiques, désorientés ou 
malformés ou d'altérations des dimensions relatives des diverses 
couches de structures corticales, 

! modifications des modèles de myélinisation, notamment réduction de la 
taille globale ou modification de la coloration des structures myélini
sées, 

! signe d'hydrocéphalie, en particulier grossissement des ventricules, 
sténose de l'aqueduc de Sylvius et amincissement des hémisphères céré
braux. 

Analyse de la relation dose-réponse des altérations neuropathologiques 

45. Le protocole suivant est recommandé pour les analyses neuropathologiques 
qualitatives et quantitatives. Il s'agit d'un protocole par étapes. Première
ment, on compare des coupes du groupe de dose la plus élevée avec celles 
du groupe témoin. En l'absence d'observations d'altérations neuropatholo
giques chez les animaux du groupe de dose élevée, aucune autre analyse 
n'est requise. Si des preuves d'altérations neuropathologiques sont notées 
dans ce groupe, les animaux des groupes de doses intermédiaire et faible 
sont examinés. Si l'étude sur le groupe de dose élevée est interrompue par le 
décès ou l'observation d'une toxicité parasite sur les animaux, il faut recher
cher dans les groupes de dose élevée et intermédiaire des altérations neuro
pathologiques. Si l'on détecte des signes de neurotoxicité dans les groupes 
de doses inférieures, il convient de mener l'analyse neuropathologique dans 
ces groupes. Pour toute altération neuropathologique liée au traitement, 
observée lors des examens qualitatifs ou quantitatifs, il faudra déterminer 
la nature dose-dépendante de l'incidence, de la fréquence et du degré de 
gravité des lésions ou des altérations morphométriques, en se basant sur une 
évaluation de tous les animaux de tous les groupes de doses. Toutes les 
régions du cerveau présentant un signe quelconque d'altération neuropatho
logique doivent être incluses dans cette évaluation. Il conviendra, pour 
chaque type de lésion, de décrire les caractéristiques choisies pour définir 
les différents degrés de gravité, en indiquant les critères employés pour 
différencier chaque degré. La fréquence de chaque type de lésion et son 
degré de gravité doivent être enregistrés et une analyse statistique permettra 
d'évaluer la nature de la relation dose-réponse. L'utilisation de lames codées 
est recommandée (91). 

RÉSULTATS ET RAPPORTS 

Résultats 

46. Les données doivent être rapportées individuellement et résumées sous 
forme de tableau, présentant pour chaque groupe d'essai les types de modi
fication et le nombre de mères, de descendants par sexe et de portées 
présentant chaque type de modification. Dans le cas d'une exposition post
natale des petits, la voie, la durée et la période d'exposition doivent être 
indiquées. 
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Évaluation et interprétation des résultats 

47. L'objectif d'une étude de neurotoxicité développementale est de fournir des 
informations sur les effets d'une exposition répétée à une substance pendant 
le développement in utero et postnatal précoce. L'étude est axée tant sur la 
toxicité générale que sur les effets neurotoxiques sur le développement, et 
c'est pourquoi les résultats de l'étude devront permettre de distinguer les 
effets neurodéveloppementaux qui apparaissent en l'absence de toxicité 
maternelle générale de ceux qui ne sont exprimés qu'à des doses également 
toxiques pour la mère. La complexité des interrelations entre le modèle de 
l'étude, l'analyse statistique et la signification biologique des résultats exige 
l'avis d'un expert pour assurer une interprétation correcte des données de 
neurotoxicité pour le développement (107) (109). L'interprétation des résul
tats de l'essai observera une approche basée sur le poids de la preuve (20) 
(92) (93) (94). Il conviendra de discuter les types d'effets comportementaux 
ou morphologiques observés, s'ils existent, ainsi que les preuves d'une 
relation dose-réponse. Cette caractérisation doit inclure les données issues 
de toutes les études d'évaluation de la neurotoxicité pour le développement, 
en particulier des études épidémiologiques sur l'homme ou des rapports 
d'études de cas et des études sur animaux expérimentaux (par exemple 
données toxicocinétiques, informations sur la relation structure-activité, 
données issues d'autres études de toxicité). Cela comprend aussi les rela
tions entre les doses de la substance d'essai et la présence ou l'absence, 
l'incidence et l'ampleur d'effets neurotoxiques, quels qu'ils soient, sur 
chaque sexe (20) (95). 

48. L'évaluation des résultats comprendra une discussion analysant la significa
tion biologique et la signification statistique. L'analyse statistique doit être 
considérée comme un outil orientant l'interprétation des données sans la 
déterminer totalement. Une signification statistique ne permet pas de 
conclure à elle seule, si elle est nulle, à l'absence d'effet lié au traitement, 
ni, si elle est positive, à un effet lié au traitement. Afin de se prémunir 
contre l'observation d'éventuels faux négatifs et contre les difficultés inhé
rentes à la «démonstration d'un résultat négatif», il conviendra d'inclure 
dans la discussion des données de témoins positifs et historiques, en parti
culier dans le cas d'absence d'effets liés au traitement (102) (106). La 
probabilité d'obtention de faux positifs doit faire l'objet d'une analyse 
dans le cadre de l'évaluation statistique générale des résultats (96). L'éva
luation doit inclure, le cas échéant, la relation entre les altérations neuropa
thologiques et comportementales observées. 

49. Tous les résultats devront être analysés en utilisant des modèles statistiques 
adaptés au protocole expérimental (108). Le choix d'une analyse paramé
trique ou non paramétrique doit être justifié en tenant compte de facteurs 
tels que la nature des données (transformées ou non) et leur distribution, 
mais aussi de la robustesse relative de l'analyse statistique utilisée. Le choix 
des analyses statistiques doit être guidé par l'objectif et le modèle de l'étude 
de façon à limiter autant que possible les erreurs de type I (faux positifs) et 
de type II (faux négatifs) (96) (97) (104) (105). Si les études sur le déve
loppement font appel à des espèces multipares dans lesquelles plusieurs 
petits par portée sont soumis à l'essai, la portée doit être incluse dans le 
modèle statistique pour éviter l'accroissement des taux d'erreurs de type I 
(98) (99) (100) (101). L'unité statistique de la mesure doit alors être la 
portée et non le petit. Les modèles expérimentaux doivent éviter le traite
ment d'individus de la même portée dans des observations indépendantes. 
Des effets mesurés à plusieurs reprises sur le même sujet, quels qu'ils 
soient, doivent être analysés à l'aide de modèles statistiques qui tiennent 
compte de la non-indépendance de ces mesures. 

Rapport d'essai 

50. Le rapport d'essai doit comporter les informations ci-après: 

Substance d'essai 

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

! Données permettant son identification, notamment source 
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! Pureté de la préparation, et impuretés connues et/ou probables 

Véhicule (le cas échéant) 

! Justification du choix du véhicule, s'il ne s'agit ni d'eau ni d'une solution 
saline physiologique 

Animaux expérimentaux 

! Espèces et souches utilisées, et justification si choix d'une autre espèce 
que le rat 

! Fournisseur des animaux expérimentaux 

! Nombre, âge au début de l'essai, et sexe des animaux 

! Source, conditions d'hébergement, régime alimentaire, eau, etc. 

! Poids de chaque animal au début de l'essai 

Conditions expérimentales 

! Justification du choix des doses 

! Justification de la voie et de la période d'administration 

! Précisions sur les doses administrées, notamment détails sur le véhicule, 
le volume et la forme physique de la substance administrée 

! Précisions sur la formulation de la substance d'essai et la préparation des 
aliments, concentration finale, stabilité et homogénéité de la préparation 

! Méthode utilisée pour l'identification individuelle des mères et des 
descendants 

! Description détaillée du ou des protocoles de randomisation employés 
pour affecter les mères aux groupes de traitement, pour sélectionner les 
petits éliminés de la portée, et affecter les petits aux groupes d'essai 

! Précisions sur l'administration de la substance d'essai 

! Conversion de la concentration (ppm) de la substance d'essai dans les 
aliments, l'eau de boisson ou le dispositif d'inhalation en dose réelle 
(mg/kg de masse corporelle/jour), si possible 

! Conditions environnementales 

! Précisions sur la qualité des aliments et de l'eau (par exemple eau du 
robinet, eau distillée) 

! Dates de début et de fin de l'étude 

Observations et protocoles d'essai 

! Description détaillée des protocoles utilisés pour standardiser les obser
vations et les protocoles, avec définitions utilisées pour la notation des 
observations 

! Liste de tous les protocoles d'essai utilisés, et justification de leur choix 

! Précisions sur les protocoles d'études comportementales et fonction
nelles, pathologiques, neurochimiques ou électrophysiologiques 
employés, y compris des informations et des détails sur les appareils 
automatiques 

! Protocoles d'étalonnage et de vérification de l'équivalence des appareils 
et de répartition équilibrée des groupes de traitement dans les protocoles 
d'essai 

! Brève justification explicitant toutes les décisions impliquant une appré
ciation professionnelle 
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Résultats (individuels et globaux, avec moyenne et variance, le cas échéant) 

! Nombre d'animaux au début de l'étude et nombre à la fin de l'étude 

! Nombre d'animaux et de portées utilisés pour chaque méthode d'essai 

! Numéro d'identification de chaque animal et de la portée à laquelle il 
appartient 

! Effectif de la portée et poids moyen à la naissance par sexe 

! Résultats de poids corporel et de variation du poids corporel, y compris 
poids corporel final pour les mères et les petits 

! Données sur la consommation d'aliments et la consommation d'eau, s'il 
y a lieu (par exemple si la substance d'essai est administrée par l'inter
médiaire de l'eau) 

! Résultat de réponse toxique par sexe et dose, notamment signes de 
toxicité ou de mortalité, y compris le moment et la cause du décès, le 
cas échéant 

! Nature, gravité, durée, jour de la survenue, moment de la journée, et 
évolution ultérieure des observations cliniques détaillées 

! Notation de chaque marqueur du développement (poids, maturité 
sexuelle et ontogénie comportementale) à chaque moment d'observation 

! Description détaillée de toutes les observations de comportement, fonc
tionnelles, neuropathologiques, neurobiologiques, électrophysiologiques 
par sexe, y compris augmentations et diminutions par rapport au témoin 

! Observations à l'autopsie 

! Poids des cerveaux 

! Tout diagnostic, déduit des signes et des légions neurologiques, y 
compris les maladies ou les conditions naturelles 

! Images des observations représentatives 

! Images à faible grossissement permettant d'évaluer l'homologie des 
coupes utilisées pour la morphométrie 

! Données d'absorption et de métabolisme, notamment données complé
mentaires issues d'une étude toxicocinétique séparée, si elle est dispo
nible 

! Traitement statistique des résultats, notamment modèles statistiques 
employés pour analyser les données, et résultats, qu'ils soient significa
tifs ou non 

! Liste du personnel impliqué dans l'étude, mentionnant leur formation 
professionnelle 

Discussion des résultats 

! Information sur la relation dose-réponse, par sexe et groupe 

! Lien entre chaque effet toxique et la conclusion proposée sur le potentiel 
neurotoxique de la substance d'essai, par sexe et groupe 

! Répercussions de toutes les informations toxicocinétiques sur les conclu
sions 

! Similitudes des effets observés avec ceux de tous les neurotoxiques 
connus 
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! Données démontrant la fiabilité et la sensibilité de la méthode de l'essai 
(c'est-à-dire résultats des témoins positifs et historiques) 

! Relations éventuelles entre les effets neuropathologiques et fonctionnels 

! CSENO ou dose de référence pour les mères et les petits, par sexe et 
groupe 

Conclusions 

! Discussion sur l'interprétation générale fondée sur les résultats, incluant 
une conclusion indiquant si la substance chimique d'essai est respon
sable ou non d'une neurotoxicité pour le développement, et indiquant la 
CSENO 
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Figure 1 

Schéma général des essais fonctionnels et comportementaux, de l'évaluation 
neuropathologique et de la mesure des poids des cerveaux. Ce diagramme s'appuie sur la 
description présentée dans les paragraphes 13-15 (JAN = jour après la naissance). Des 

exemples de répartition des animaux sont donnés dans l'appendice 1 
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Appendice 1 

1. Des exemples de répartitions possibles sont décrits et présentés ci-dessous 
sous forme de tableaux. Ils sont fournis à titre d'illustration afin de démon
trer que l'affectation des animaux de l'étude à divers paradigmes de l'essai 
peut s'effectuer selon plusieurs modes différents. 

Exemple 1 

2. Un groupe de 20 petits/sexe/dose (1 mâle et 1 femelle par portée) est utilisé 
pour l'essai avant sevrage de l'ontogénie du comportement. Parmi ces 
animaux, dix petits/sexe/dose (1 mâle ou 1 femelle par portée) sont humai
nement sacrifiés à JAN 22. Les cerveaux sont prélevés, pesés et soumis à 
un traitement de préparation pour une évaluation histopathologique. De 
surcroît, les résultats pondéraux concernant le cerveau sont recueillis sur 
des cerveaux non fixés appartenant aux 10 mâles et aux 10 femelles restants 
par dose. 

3. On utilise un autre groupe de 20 animaux/sexe/dose (1 mâle et 1 femelle 
par portée) pour les essais fonctionnels et comportementaux postsevrage 
(observation clinique détaillée, activité motrice, sursauts auditifs et essais 
de la fonction cognitive chez les adolescents) et l'évaluation de l'âge de 
maturité sexuelle. Dix animaux/sexe/dose (1 mâle ou 1 femelle par portée) 
de ce groupe sont anesthésiés et fixés par perfusion à la fin de l'étude 
(environ JAN 70). Après une nouvelle fixation in situ, le cerveau est 
prélevé et traité à des fins d'évaluation neuropathologique. 

4. L'analyse de la fonction cognitive chez les jeunes adultes (par exemple JAN 
60-70) implique un troisième groupe de 20 petits/sexe/niveau de dose (1 
mâle et 1 femelle par portée). Dix animaux/sexe/groupe (1 mâle ou 1 
femelle par portée) sont sacrifiés à la fin de l'étude et leur cerveau est 
prélevé et pesé. 

5. Les 20 autres animaux/sexe/groupe sont réservés à d'autres essais éventuels. 

Tableau 1 

Petit n o ( a ) Nombre de petits affectés 
à l'essai 

Examen/Essai 
m f 

1 5 20 m + 20 f Ontogénie du comportement 

10 m + 10 f Poids du cerveau/neurophatho
logie/morphométrie à JAN 22 

10 m + 10 f Poids du cerveau à JAN 22 

2 6 20 m + 20 f Observations cliniques détail
lées 

20 m + 20 f Activité motrice 

20 m + 20 f Maturité sexuelle 

20 m + 20 f Fonction motrice et sensorielle 

20 m + 20 f Apprentissage et mémoire (JAN 
25) 

10 m + 10 f Poids du cerveau du jeune 
adulte/neuropathologie/morpho
métrie ~JAN 70 
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Petit n o ( a ) 
Nombre de petits affectés 

à l'essai 
Examen/Essai 

m f 

3 7 20 m + 20 f Apprentissage et mémoire 
(jeunes adultes) 

10 m + 10 f Poids du cerveau du jeune 
adulte ~JAN 70 

4 8 ! Animaux en réserve pour les 
remplacements ou d'autres 
essais 

( a ) Dans cet exemple, les portées ont été restreintes à 4 mâles + 4 femelles; les petits 
mâles sont numérotés de 1 à 4 et les petites femelles de 5 à 8. 

Exemple 2 

6. Un groupe de 20 petits/sexe/niveau de dose (1 mâle et 1 femelle par portée) 
est utilisé pour l'essai avant sevrage de l'ontogénie du comportement. Dix 
petits/sexe/dose (1 mâle ou 1 femelle par portée) sont humainement sacrifiés 
parmi ces animaux à JAN 11. Les cerveaux sont prélevés, pesés et soumis à 
un traitement de préparation pour une évaluation histopathologique. 

7. On utilise un autre groupe de 20 animaux/sexe/dose (1 mâle et 1 femelle 
par portée) pour les examens fonctionnels et comportementaux postsevrage 
(observations cliniques détaillées, activité motrice, évaluation de l'âge de 
maturité sexuelle, fonction motrice et sensorielle). Parmi ces animaux, 10 
petits/sexe/dose (1 mâle ou 1 femelle par portée) sont anesthésiés et fixés 
par perfusion à la fin de l'étude (environ JAN 70). Après une nouvelle 
fixation in situ, le cerveau est prélevé et traité à des fins d'évaluation 
neuropathologique. 

8. L'analyse de la fonction cognitive chez les jeunes adultes (par exemple JAN 
60-70) implique 10 petits/sexe/niveau de dose (1 mâle et 1 femelle par 
portée). Des animaux différents sont utilisés pour les tests de fonction 
cognitive à JAN 23 et à l'âge jeune adulte. À la fin de l'étude, 10 animaux/ 
sexe/groupe ayant été soumis aux essais sur adultes sont sacrifiés et leur 
cerveau est prélevé et pesé. 

9. Les 20 autres animaux/sexe/groupe non sélectionnés pour les essais sont 
sacrifiés et éliminés au sevrage. 

Tableau 2 

Petit n o ( a ) Nombre de petits affectés 
à l'essai 

Examen/Essai 
m f 

1 5 20 m + 20 f Ontologie du comportement 

10 m + 10 f Poids du cerveau/neuropatholo
gie/morphométrie à JAN 11 

2 6 20 m + 20 f Observations cliniques détaillées 

20 m + 20 f Activité motrice 

20 m + 20 f Maturité sexuelle 

20 m + 20 f Fonction motrice et sensorielle 

10 m + 10 f Poids du cerveau du jeune 
adulte/neuropathologie/morpho
métrie ~JAN 70 
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Petit n o ( a ) 
Nombre de petits affectés 

à l'essai 
Examen/Essai 

m f 

3 7 10 m + 10 f ( b ) Apprentissage et mémoire (JAN 
23) 

3 7 10 m + 10 f ( b ) Apprentissage et mémoire 
(jeunes adultes) 

Poids du cerveau du jeune 
adulte 

4 8 ! Animaux sacrifiés et éliminés 
JAN 21 

( a ) Dans cet exemple, les portées ont été restreintes à 4 mâles + 4 femelles; les petits 
mâles sont numérotés de 1 à 4 et les petites femelles de 5 à 8. 

( b ) Des petits différents sont utilisés pour les tests cognitifs à JAN 23 et chez les jeunes 
adultes (par exemple petits surnuméraires à l'effectif de 20). 

Exemple 3 

10. Un groupe de 20 petits/sexe/niveau de dose (1 mâle et 1 femelle par portée) 
est utilisé pour la pesée du cerveau et l'évaluation neuropathologique à JAN 
11. Dix petits/sexe/dose (1 mâle ou 1 femelle par portée) sont humainement 
sacrifiés à JAN 11 dans ce groupe et le cerveau est prélevé, pesé et traité à 
des fins d'évaluation histopathologique. En outre, des données pondérales 
sur le cerveau sont recueillies sur des cerveaux non fixés prélevés sur les 10 
mâles et les 10 femelles restants par dose. 

11. Un autre groupe de 20 animaux/sexe/dose (1 mâle et 1 femelle par portée) 
est utilisé pour des examens d'ontogénie du comportement (activité 
motrice), postsevrage (activité motrice et évaluation de l'âge de la maturité 
sexuelle) et une analyse de la fonction cognitive chez les adolescents. 

12. Un autre groupe de 20 animaux/sexe/dose (1 mâle et 1 femelle par portée) 
est destiné à des essais de fonction motrice et sensorielle (sursaut auditif) et 
à des observations cliniques détaillées. Dix animaux/sexe/dose (1 mâle ou 1 
femelle par portée) de ce groupe sont anesthésiés et fixés par perfusion à la 
fin de l'étude (environ JAN 70). Après une nouvelle fixation in situ, le 
cerveau est prélevé, pesé et traité à des fins d'évaluation neuropathologique. 

13. Un autre groupe de 20 petits/sexe/dose est utilisé pour l'analyse de la 
fonction cognitive chez les jeunes adultes (1 mâle et 1 femelle par portée). 
Parmi ceux-ci, 10 animaux/sexe/groupe (1 mâle ou 1 femelle par portée) 
sont sacrifiés à la fin de l'étude et leur cerveau est prélevé et pesé. 

Tableau 3 

Petit n o ( a ) Nombre de petits affectés 
à l'essai 

Examen/Essai 
m f 

1 5 10 m + 10 f Poids du cerveau/neuropatholo
gie/morphométrie à JAN 11 

10 m + 10 f Poids du cerveau à JAN 11 

2 6 20 m + 20 f Ontogénie du comportement 
(activité motrice) 

20 m + 20 f Activité motrice 

20 m + 20 f Maturité sexuelle 

20 m + 20 f Apprentissage et mémoire (JAN 
27) 
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Petit n o ( a ) 
Nombre de petits affectés 

à l'essai 
Examen/Essai 

m f 

3 7 20 m + 20 f Sursaut auditif (adolescents et 
jeunes adultes) 

20 m + 20 f Observations cliniques détaillées 

10 m + 10 f Poids du cerveau du jeune 
adulte/neuropathologie/morpho
métrie ~JAN 70 

4 8 20 m + 20 f Apprentissage et mémoire 
(jeunes adultes) 

10 m + 10 f Poids du cerveau du jeune 
adulte 

( a ) Pour cet exemple, les portées sont restreintes à 4 mâles + 4 femelles; les petits 
mâles sont numérotés de 1 à 4 et les petites femelles de 5 à 8. 
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Appendice 2 

Définitions 

Substance chimique: une substance ou un mélange. 

Substance d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d'essai. 
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B.54. BIOESSAI UTÉROTROPHIQUE CHEZ LES RONGEURS: ESSAI 
DE DÉPISTAGE À COURT TERME DES PROPRIÉTÉS 

$STROGÉNIQUES 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice pour les 
essais de produits chimiques n o 440 (2007) de l'OCDE. L'OCDE a lancé, en 
1998, une activité à caractère hautement prioritaire destinée à réviser les 
lignes directrices existantes et à établir une nouvelle ligne directrice concer
nant le dépistage des substances susceptibles d'avoir des effets perturbateurs 
sur le système endocrinien (1). L'un des éléments de cette activité a été de 
développer une ligne directrice relative au bioessai utérotrophique chez le 
rongeur. Le bioessai utérotrophique chez le rongeur a donc fait l'objet d'un 
programme de validation très complet comprenant l'établissement d'un 
document de référence détaillé (2) (3) et la conduite d'études intra- et 
interlaboratoires très complètes, destinées à montrer la pertinence et la 
reproductibilité du bioessai réalisé avec un puissant "strogène de référence, 
des agonistes faibles des récepteurs "strogéniques, un puissant antagoniste 
des récepteurs "strogéniques, et une substance chimique de référence néga
tive (4) (5) (6) (7) (8) (9). La présente méthode d'essai B.54 a été établie à 
la lumière de l'expérience acquise durant le programme de validation de 
l'essai et des résultats obtenus concernant les agonistes des "strogènes. 

2. Le bioessai utérotrophique est un essai de dépistage à court terme qui 
remonte aux années 30 (27) (28) et qui a été normalisé pour la première 
fois en 1962 aux fins du dépistage par une commission d'experts (32) (35). 
Cet essai se fonde sur l'augmentation du poids utérin, encore appelée 
réponse utérotrophique (voir 29). Il évalue la capacité d'une substance 
chimique à provoquer une activité biologique analogue à celle des agonistes 
ou antagonistes des "strogènes naturels (17ß-estradiol par exemple), mais il 
est toutefois beaucoup plus rarement utilisé pour la détection d'antagonistes 
que d'agonistes. L'utérus réagit aux "strogènes de deux façons. La réponse 
initiale est un accroissement pondéral dû à l'absorption d'eau. Cette réaction 
est suivie par une augmentation du poids due à la croissance tissulaire (30). 
La réaction de l'utérus chez le rat et la souris est qualitativement 
comparable. 

3. Ce bioessai sert de test de dépistage in vivo et son application doit être 
envisagée dans le contexte du «Cadre conceptuel de l'OCDE pour les essais 
et l'évaluation des perturbateurs endocriniens» (appendice 2). Dans ce cadre 
conceptuel, le bioessai utérotrophique intervient au niveau 3 en tant qu'essai 
in vivo fournissant des données sur un seul mécanisme endocrinien, à savoir 
le pouvoir "strogénique. 

4. Le bioessai utérotrophique est censé faire partie d'une batterie d'essais in 
vitro et in vivo destinés à identifier les substances susceptibles d'agir sur le 
système endocrinien, pour permettre à terme d'évaluer les risques pour la 
santé humaine ou l'environnement. Le programme de validation de l'OCDE 
a utilisé des agonistes "strogéniques puissants et faibles pour évaluer l'ap
titude de l'essai à identifier les composés "strogéniques (4) (5) (6) (7) (8). 
La sensibilité de la procédure d'essai aux agonistes "strogéniques a pu ainsi 
être démontrée, de même que sa bonne reproductibilité intra- et 
interlaboratoire. 

5. En ce qui concerne les substances chimiques négatives, seule une substance 
chimique de référence «négative» déjà identifiée comme telle par l'essai 
utérotrophique et les essais in vitro de liaison avec les récepteurs a été 
incluse dans le programme de validation, mais des données complémen
taires, extérieures au programme de validation de l'OCDE, ont été évaluées, 
et ont confirmé la spécificité du bioessai utérotrophique pour le dépistage 
d'agonistes des "strogènes (16). 
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CONSIDÉRATIONS INITIALES ET LIMITATIONS 

6. Les agonistes et antagonistes des "strogènes agissent comme ligands des 
récepteurs "strogéniques  et  et peuvent respectivement activer ou inhiber 
l'activité transcriptionnelle des récepteurs. Cela peut avoir des conséquences 
négatives pour la santé, notamment des effets sur la reproduction et le 
développement. Il est donc nécessaire d'évaluer rapidement les substances 
chimiques pour déterminer leur éventuelle activité agoniste ou antagoniste 
des "strogènes. Bien qu'instructive, l'affinité d'un ligand et d'un récepteur 
"strogénique ou l'activation transcriptionnelle des gènes rapporteurs in vitro 
ne représente qu'un déterminant, parmi plusieurs, d'un danger possible. Les 
autres facteurs déterminants peuvent être l'activation et la désactivation 
métaboliques lors de l'entrée dans l'organisme, la distribution entre les 
tissus cibles et l'élimination de l'organisme, qui dépendent, au moins en 
partie, de la voie d'administration et de la substance d'essai. Il est par 
conséquent nécessaire de dépister l'activité éventuelle d'une substance 
chimique in vivo dans des conditions appropriées, sauf si les caractéris
tiques ADME (absorption, distribution, métabolisme, élimination) de la 
substance chimique fournissent déjà les informations indispensables. Les 
tissus utérins réagissent aux "strogènes par une croissance rapide et vigou
reuse, notamment chez les rongeurs de laboratoire, dont le cycle "stral dure 
environ 4 jours. Les rongeurs, en particulier le rat, sont aussi largement 
utilisés dans les études de toxicité pour caractériser les dangers. En consé
quence, l'utérus des rongeurs est un organe cible approprié pour le dépistage 
in vivo des agonistes et antagonistes des "strogènes. 

7. La présente méthode d'essai s'appuie sur les protocoles employés dans 
l'étude de validation de l'OCDE qui se sont révélés fiables et reproductibles 
dans les études intra- et interlaboratoires (5) (7). À l'heure actuelle deux 
méthodes sont disponibles, l'une utilisant des femelles adultes ovariectomi
sées (méthode adulte-ovx) et l'autre, des animaux immatures, non ovariec
tomisés (méthode immature). Le programme de validation des essais de 
l'OCDE a montré que la sensibilité et la reproductibilité de ces deux 
méthodes étaient comparables. Cependant, la méthode sur des femelles 
immatures, dont l'axe hypothalamo-pituito-gonadique (HPG) est intact, est 
peut-être moins spécifique mais couvre un plus large champ d'investigation 
que celle pratiquée sur des animaux ovariectomisés, parce qu'elle est 
sensible à des substances qui interagissent avec l'axe HPG et non pas 
uniquement avec les récepteurs aux "strogènes. L'axe HPG de la rate est 
fonctionnel à partir d'environ 15 jours après la naissance. Avant cet âge, la 
puberté ne peut pas être accélérée par des traitements comme la GnRH. À 
l'approche de la puberté, avant l'ouverture du vagin, la femelle a plusieurs 
cycles silencieux sans ouverture vaginale ni ovulation, mais qui se mani
festent par certaines fluctuations hormonales. Si une substance chimique 
stimule l'axe HPG directement ou indirectement durant cette période, on 
assiste à une puberté précoce, une ovulation précoce ou une ouverture 
vaginale accélérée. Les substances chimiques agissant sur l'axe HPG produi
ront cet effet, mais également certains régimes à niveaux d'énergie métabo
lisable plus élevés que les autres stimuleront la croissance et accéléreront 
l'ouverture vaginale sans être "strogéniques. Ces substances n'induiront pas 
de réponse utérotrophique chez les animaux adultes ovariectomisés puisque 
leur axe HPG ne fonctionne pas. 

8. Dans un souci de protection des animaux, on privilégiera la méthode prati
quée sur des rates immatures pour éviter le prétraitement chirurgical des 
animaux et le risque de ne pas pouvoir utiliser les animaux manifestant des 
signes de pré"strus (voir le paragraphe 30). 
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9. La réponse utérotrophique n'est pas entièrement d'origine "strogénique, 
d'autres substances chimiques que les agonistes ou antagonistes des "stro
gènes peuvent aussi intervenir. Par exemple, des doses relativement élevées 
de progestérone, de testostérone ou de diverses progestines synthétiques 
peuvent aussi induire une stimulation (30). Toutes les réactions peuvent 
faire l'objet d'une analyse histologique indiquant une kératinisation et une 
cornification du vagin (30). Indépendamment de l'origine possible de la 
réponse, tout bioessai utérotrophique positif doit normalement donner lieu 
à des recherches plus poussées, permettant d'apporter des clarifications. Le 
pouvoir "strogénique peut être confirmé par des essais in vitro, notamment 
par des essais de liaison avec les récepteurs ER et des essais d'activation 
transcriptionnelle, ou par d'autres essais in vivo, notamment l'essai de 
puberté chez les femelles. 

10. Sachant que le bioessai utérotrophique sert d'essai de dépistage in vivo, la 
méthode de validation adoptée a pris en compte le bien-être des animaux et 
retenu une stratégie d'essai par étapes. À cette fin, des efforts ont été 
déployés pour valider de façon rigoureuse la reproductibilité et la sensibilité 
du dépistage du pouvoir "strogénique (problème majeur pour beaucoup de 
substances chimiques), mais peu de travaux ont été consacrés à la compo
sante anti"strogénique de l'essai. Un seul anti"strogène, puissant, a été 
testé, étant donné que le nombre de substances chimiques possédant un 
profil clairement anti"strogénique (qui ne soit pas masqué par une activité 
"strogénique) est très limité. En conséquence, la présente méthode d'essai 
est dédiée au protocole "strogénique, tandis que le protocole décrivant le 
mode antagoniste de l'essai figure dans un document d'orientation (37). La 
reproductibilité et la sensibilité de l'essai pour les substances chimiques 
ayant une activité purement anti"strogénique seront mieux définies ulté
rieurement, lorsque la procédure d'essai aura été utilisée de façon routinière 
pendant assez longtemps et que davantage de substances présentant ce mode 
d'action auront été identifiées. 

11. Il est reconnu que toutes les procédures faisant appel à des animaux respec
teront les normes locales en matière de bien-être animal; les descriptifs des 
soins et traitements figurant ci-après constituent donc des normes minimales 
auxquelles se substitueront les réglementations locales telles que la directive 
2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil du 22 septembre 2010 
relative à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques (38). 
D'autres orientations relatives au traitement humain des animaux ont été 
formulées par l'OCDE (25). 

12. Comme dans tous les essais faisant appel à des animaux vivants, il est 
indispensable de s'assurer que les données sont réellement nécessaires 
avant de commencer l'essai. À titre d'exemple, des données peuvent être 
réellement nécessaires dans les deux situations suivantes: 

! risque d'exposition élevé (niveau 1 du Cadre conceptuel, appendice 2 du 
présent chapitre) ou éléments indiquant un pouvoir "strogénique 
(niveau 2), d'où nécessité d'étudier si ces effets peuvent se produire in 
vivo, 

! effets témoignant d'un pouvoir "strogénique aux niveaux 4 et 5 dans les 
essais in vivo, d'où nécessité de démontrer que les effets sont liés à un 
mécanisme "strogénique qui ne peut être mis en évidence dans les 
essais in vitro. 

13. La définition des termes utilisés dans la présente méthode d'essai figure à 
l'appendice 1. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 817



 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

14. La sensibilité du bioessai utérotrophique exige un dispositif d'essai dans 
lequel l'axe hypothalamo-pituito-ovarien n'est pas fonctionnel, d'où de 
faibles niveaux d'"strogènes endogènes en circulation. Cela garantira un 
poids utérin de référence peu élevé et le plus large éventail possible de 
réponses aux "strogènes administrés. Les rongeurs femelles remplissent ces 
conditions dans deux cas: 

i) femelles immatures, après sevrage et avant la puberté; 

ii) jeunes femelles adultes ovariectomisées, passé le délai nécessaire à la 
régression des tissus utérins 

15. La substance d'essai est administrée chaque jour par gavage oral ou injec
tion sous-cutanée. Des doses modulées de la substance d'essai sont adminis
trées à au moins deux groupes d'animaux (pour plus de précisions voir le 
paragraphe 33); on applique un niveau de dose par groupe; la période 
d'administration est de 3 jours consécutifs dans la méthode sur femelles 
immatures et d'au minimum 3 jours consécutifs dans la méthode sur 
femelles adultes ovariectomisées. Les animaux sont sacrifiés environ 24 
heures après l'administration de la dernière dose. Pour dépister les agonistes 
des "strogènes, on mesure le rapport entre le poids utérin moyen des 
animaux des groupes d'essai et celui des animaux du groupe témoin qui 
a reçu le véhicule pour déterminer s'il existe une augmentation statistique
ment significative. Une augmentation statistiquement significative du poids 
utérin moyen d'un groupe d'essai indique une réponse positive à ce bioessai. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Sélection de l'espèce animale 

16. Les souches de rongeurs utilisées communément en laboratoire peuvent 
convenir. Par exemple, les souches de rats Sprague-Dawley et Wistar ont 
été utilisées pour la validation. Il conviendra de ne pas utiliser les souches 
pour lesquelles on sait ou on suspecte que l'utérus est moins réactif. Le 
laboratoire doit démontrer la sensibilité de la souche utilisée comme indiqué 
aux paragraphes 26 et 27. 

17. Depuis les années 30, le rat et la souris sont utilisés de façon routinière pour 
le bioessai utérotrophique. Les études de validation de l'OCDE ont été 
effectuées seulement sur des rats, étant entendu que ces deux espèces 
sont en principe équivalentes et qu'une seule devrait suffire pour la valida
tion mondiale, l'idée étant d'économiser les ressources et de préserver les 
animaux. L'espèce retenue pour la plupart des études de toxicité pour la 
reproduction et le développement est le rat. Sachant qu'on dispose d'une 
riche base de données rétrospectives concernant la souris et, pour élargir le 
champ d'application de la méthode d'essai relative au bioessai utérotro
phique chez les rongeurs, une étude de validation complémentaire limitée 
a été effectuée sur la souris (16). On a adopté une approche comparative 
faisant intervenir un nombre limité de substances d'essai et de laboratoires, 
sans tests d'échantillons codés, de façon à respecter l'intention première 
d'économiser les ressources et de préserver les animaux. L'étude compara
tive de validation du bioessai utérotrophique chez la jeune femelle de souris 
adulte ovariectomisée indique une bonne correspondance qualitative et 
quantitative des données obtenues chez le rat et chez la souris. Lorsque 
les résultats du bioessai utérotrophique sont obtenus préalablement à une 
étude à long terme, cela permet d'utiliser les animaux de la même souche et 
de la même source dans les deux études. L'approche comparative n'a été 
utilisée que sur la souris ovariectomisée et l'ensemble de données fournies 
dans le rapport n'est pas assez solide pour valider le modèle sur la souris 
femelle immature, c'est pourquoi ce modèle n'entre pas dans le champ 
d'application de la présente méthode d'essai. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 818



 

18. Ainsi, dans certains cas, la souris pourra être utilisée à la place du rat. Ce 
choix devra être justifié par des données toxicologiques, pharmacociné
tiques et/ou par d'autres critères. Il pourra nécessiter certaines modifications 
du protocole. Par exemple, la consommation alimentaire d'une souris 
rapportée à son poids corporel est plus élevée que celle d'une rate, c'est 
pourquoi la quantité de phyt"strogènes contenue dans les aliments devra 
être plus faible pour la souris que pour le rat (9) (20) (22). 

Conditions d'élevage et d'alimentation 

19. Toutes les procédures doivent être conformes aux normes locales relatives à 
l'entretien des animaux de laboratoire. Les conditions d'entretien et de trai
tement décrites ici sont des normes minimales et seront remplacées par la 
réglementation applicable, notamment la directive 2010/63/UE du Parlement 
européen et du Conseil du 22 septembre 2010 relative à la protection des 
animaux utilisés à des fins scientifiques (38). La température du local 
expérimental doit être de 22 °C (± 3 °C). Le taux d'humidité relative 
devrait être d'au moins 30 % et, de préférence, ne pas dépasser 70 % en 
dehors des heures de nettoyage du local. On s'efforcera de maintenir le taux 
d'humidité entre 50 et 60 %. Un éclairage artificiel est utilisé. La séquence 
doit être de 12 heures de lumière et 12 heures d'obscurité. 

20. Les animaux recevront de la nourriture et de l'eau potable à volonté. Les 
jeunes animaux adultes peuvent être placés dans des cages individuelles ou 
collectives pouvant contenir jusqu'à 3 individus. Compte tenu de leur jeune 
âge, les animaux immatures seront de préférence placés dans des cages 
collectives. 

21. On sait que les aliments pour animaux de laboratoire contenant des niveaux 
élevés de phyt"strogènes font augmenter le poids utérin chez les rongeurs 
dans des proportions suffisantes pour interférer avec le bioessai utérotro
phique (13) (14) (15). Des taux élevés de phyt"strogènes et d'énergie 
métabolisable dans la nourriture de laboratoire peuvent aussi induire une 
puberté précoce si l'on utilise des animaux immatures. La présence de 
phyt"strogènes résulte principalement de l'inclusion de soja et d'alfalfa 
dans les mélanges de laboratoire, et il a été constaté que les concentrations 
de phyt"strogènes variaient selon les lots de mélange standard (23). Le 
poids corporel est une variable importante, étant donné que la quantité de 
nourriture consommée lui est corrélée. Par conséquent, la dose de phyt"s
trogène effectivement consommée avec le même régime peut varier selon 
les espèces et les âges (9). En ce qui concerne les rats femelles immatures, 
la consommation alimentaire rapportée au poids corporel peut représenter 
près du double de celle des jeunes femelles adultes ovariectomisées. Pour 
les jeunes souris adultes, la consommation alimentaire rapportée au poids 
corporel peut représenter environ quatre fois celle des jeunes rates adultes 
ovariectomisées. 

22. Les résultats du bioessai utérotrophique (9) (17) (18) (19) indiquent toute
fois que de faibles quantités de phyt"strogènes sont acceptables dans la 
nourriture et ne réduisent pas la sensibilité du bioessai. À titre indicatif, les 
quantités de phyt"strogènes dans les aliments ne doivent pas dépasser 350 

g d'équivalents génistéine/gramme de mélange de laboratoire pour les rates 
immatures Sprague Dawley et Wistar (6) (9). Ce régime devrait aussi 
convenir pour les essais sur les jeunes rates adultes ovariectomisées, car 
la consommation de nourriture rapportée au poids corporel est moins impor
tante chez les jeunes adultes que chez les animaux immatures. Si l'on doit 
utiliser des souris adultes ovariectomisées ou des rates plus sensibles aux 
phyt"strogènes, il faudra envisager de réduire les niveaux de phyt"stro
gènes en conséquence (20). De plus, les quantités différentes d'énergie 
métabolisable dans les différents régimes peuvent décaler le début de la 
puberté (21) (22). 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 819



 

23. Avant de commencer l'étude, le régime alimentaire sera soigneusement 
établi en veillant à éviter les taux élevés de phyt"strogènes [voir (6) (9)] 
ou d'énergie métabolisable, qui peuvent fausser les résultats (15) (17) (19) 
(22) (36). Il importe de contrôler ces deux facteurs pour assurer la bonne 
marche du dispositif d'essai utilisé par le laboratoire conformément aux 
paragraphes 26 et 27. Par mesure de sécurité et en application des 
bonnes pratiques de laboratoire, un échantillon représentatif de chaque lot 
de nourriture administré durant l'étude sera prélevé pour permettre une 
analyse de la présence de phyt"strogènes (par exemple en cas de poids 
utérin élevé chez les animaux témoins par rapport aux données précédentes, 
ou de réponse inadéquate à l'"strogène de référence, 17 -éthinylestradiol). 
Les aliquotes doivent être analysées dans le cadre de l'étude ou congelées à 
$ 20 °C ou conservées selon une méthode permettant d'éviter que l'échan
tillon ne se décompose avant analyse. 

24. Certains types de litières peuvent contenir des substances "strogéniques ou 
anti"strogéniques à l'état naturel (par exemple, on sait que la rafle de maïs 
influe sur le cycle des rates et pourrait avoir des effets anti"strogéniques). 
Le type de litière choisi devra contenir le moins possible de phyt"stro
gènes. 

Préparation des animaux 

25. Les animaux d'expérience, choisis après avoir vérifié qu'ils ne présentent 
pas de signes de maladie ni d'anomalie physique, sont répartis au hasard 
entre les groupes traités et le groupe témoin. Les cages doivent être dispo
sées de façon à réduire le plus possible les effets éventuels de leur empla
cement. Les animaux sont marqués pour permettre une identification indi
viduelle. Pendant la période d'acclimatation, les animaux immatures doivent 
être gardés dans des cages avec leurs mères ou d'autres femelles allaitantes 
jusqu'à ce qu'ils soient sevrés. La période d'acclimatation précédant le début 
de l'expérience doit durer environ 5 jours pour les jeunes femelles adultes et 
pour les animaux immatures livrés avec leur mère ou d'autres femelles. Si 
les animaux immatures sont livrés sans leur mère et déjà sevrés, la période 
d'acclimatation devra être plus courte puisque l'administration doit 
commencer immédiatement après le sevrage (voir le paragraphe 29). 

PROCÉDURE 

Vérification des compétences du laboratoire 

26. Deux options sont possibles pour vérifier les compétences d'un laboratoire: 

! Opérer une vérification périodique, en se référant à une étude initiale de 
contrôle positif (voir le paragraphe 27). Au moins tous les 6 mois et 
chaque fois qu'un changement risque d'influer sur les résultats de l'essai 
(nouvelle formulation du mélange alimentaire, modification du 
personnel chargé des dissections, changement de souche animale ou 
de fournisseur, etc.), la sensibilité du dispositif (modèle animal) doit 
être vérifiée en utilisant une dose adéquate (conformément à l'étude 
de contrôle positive décrite au paragraphe 27) de l'"strogène de réfé
rence: 17 -éthinylestradiol (n o CAS 57-63-6) (EE). 

! Opérer des contrôles concomitants, en incluant un groupe recevant une 
dose appropriée de l'"strogène de référence dans chaque essai. 

Si le dispositif ne produit pas la réponse attendue, les conditions expéri
mentales devront être revues et modifiées en conséquence. Pour les deux 
approches, la dose de l'"strogène de référence recommandée doit corres
pondre approximativement à la dose efficace 70 à 80. 
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27. Étude de référence ! témoin positif: Avant d'effectuer pour la première fois 
une étude suivant la présente méthode d'essai, chaque laboratoire doit 
démontrer ses compétences en testant la sensibilité du modèle animal et 
en établissant la relation dose-effet pour un "strogène de référence, le 17 - 
éthinylestradiol (n o CAS 57-63-6) (EE) avec au minimum quatre doses. 
L'effet sur le poids utérin sera comparé aux données historiques attestées 
[voir référence (5)]. Si l'étude de référence ne donne pas les résultats 
escomptés, les conditions de l'expérience devront être revues et modifiées. 

Nombre et répartition des animaux 

28. Chaque groupe d'essai et de référence doit comprendre au moins 6 animaux 
(pour les protocoles des méthodes sur femelles immatures et ovariectomi
sées). 

Âge des animaux immatures 

29. Pour le bioessai utérotrophique pratiqué sur des animaux immatures, le jour 
de la naissance doit être spécifié. L'administration de la substance d'essai 
doit commencer assez tôt pour faire en sorte que, à la fin de la période 
d'administration, l'augmentation physiologique des "strogènes endogènes 
associée à la puberté n'ait pas commencé. D'un autre côté, il a été constaté 
que les très jeunes animaux peuvent être moins réactifs. Pour définir l'âge 
optimal des animaux d'essai, chaque laboratoire doit se reporter à son 
corpus de données de référence sur la maturation. 

En règle générale, le traitement des rats peut commencer immédiatement 
après un sevrage précoce, au jour 18 après la naissance (le jour de la 
naissance étant le jour 0). Il doit s'arrêter de préférence au jour 21 après 
la naissance, mais dans tous les cas avant le jour 25 après la naissance, car, 
au-delà, l'axe hypothalamo-pituito-ovarien devient fonctionnel et les taux 
d'"strogènes endogènes peuvent commencer à augmenter avec accroisse
ment concomitant des poids utérins moyens et augmentation des écarts 
types (2) (3) (10) (11) (12). 

Procédure d'ovariectomie 

30. Dans l'essai sur les rats et les souris femelles ovariectomisées (groupes 
d'essai et groupes témoins), l'ovariectomie doit être pratiquée entre 6 et 8 
semaines d'âge. Chez le rat, 14 jours au minimum doivent s'écouler entre 
l'ovariectomie et la première administration afin de permettre la régression 
de l'utérus à un poids minimum de référence stable. Chez la souris, 7 jours 
au minimum doivent s'écouler entre l'ovariectomie et le premier jour de 
traitement. Une petite quantité de tissu ovarien suffit à produire des taux 
élevés d'"strogènes en circulation (3), c'est pourquoi les animaux doivent 
être contrôlés avant l'essai, en observant les cellules épithéliales prélevées 
dans le vagin pendant au moins 5 jours consécutifs (par exemple du 10e au 
14e jour après ovariectomie pour les rates). Si les animaux présentent des 
signes de pré"strus, ils ne doivent pas être utilisés. Ultérieurement, lors de 
la nécropsie, les moignons ovariens doivent être examinés pour repérer s'il 
reste du tissu ovarien. Si c'est le cas, les données de l'animal ne doivent pas 
être prises en compte dans les calculs (3). 

31. L'ovariectomie est opérée sur l'animal couché sur le ventre, qui aura été 
convenablement anesthésié. La paroi abdominale dorsolatérale est incisée 
sur environ un centimètre au point médian entre la limite costale inférieure 
et la crête iliaque, à quelques millimètres de la marge latérale du muscle 
lombaire. Les ovaires sont extraits de la cavité abdominale, déposés sur un 
champ aseptique puis détachés au niveau de la jonction de l'oviducte et du 
corps utérin. Après avoir vérifié qu'aucun saignement important ne se 
produit, on recoud la paroi abdominale puis la peau est refermée par des 
autoclips ou par suture. Les points de ligature sont indiqués schématique
ment à la figure 1. Une analgésie postopératoire appropriée recommandée 
par un vétérinaire spécialiste des rongeurs doit être pratiquée. 
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Poids corporel 

32. Dans la méthode sur animaux adultes ovariectomisés, le poids corporel et le 
poids utérin ne sont pas corrélés parce que le poids utérin est affecté par des 
hormones telles que les "strogènes, mais pas par les facteurs de croissance 
qui régulent la taille du corps. Dans le modèle sur animaux immatures au 
contraire, le poids corporel est corrélé au poids utérin, pendant la période de 
maturation (34). Par conséquent, au début de l'étude, la variation pondérale 
des animaux utilisés, dans le modèle sur animaux immatures, doit être 
minimale et ne pas excéder± 20 % du poids moyen. Cela signifie que la 
taille des portées doit être standardisée par l'éleveur pour garantir que les 
petits de mères différentes sont nourris sensiblement de la même façon. Les 
animaux sont répartis de façon aléatoire par groupes (témoin et d'essai), de 
façon à ce qu'il n'y ait aucune différence statistique entre le poids corporel 
moyen des différents groupes. Il conviendra d'éviter dans la mesure du 
possible de mettre plusieurs animaux d'une même portée dans le même 
groupe de traitement, sans que cela fasse augmenter le nombre de portées 
nécessaires à l'étude. 

Dosage 

33. Deux groupes de dose et un groupe témoin suffisent habituellement pour 
établir si une substance d'essai peut avoir une action "strogénique in vivo, 
et on préférera donc cette méthode pour des raisons de protection des 
animaux. Si l'objectif est d'obtenir une courbe de la relation dose-effet ou 
d'extrapoler les résultats à des doses plus faibles, au moins 3 groupes de 
dose seront nécessaires. Si l'on souhaite obtenir des informations plus pous
sées sur l'activité "strogénique (estimation du pouvoir "strogénique, par 
exemple), un autre système de dosage devra être envisagé. Exception faite 
de l'administration de la substance d'essai, les animaux du groupe témoin 
devront avoir exactement le même traitement que ceux des groupes d'essai. 
Si un véhicule est utilisé pour administrer la substance d'essai, le groupe 
témoin doit recevoir la même quantité du véhicule utilisé que les groupes 
traités (ou le volume le plus important administré si les groupes ne reçoi
vent pas les mêmes doses). 

34. L'objectif, dans le cas du bioessai utérotrophique, est de choisir des doses 
qui assurent la survie des animaux et n'entraînent pas de détresse ni d'effets 
toxiques graves après 3 jours consécutifs d'administration de la substance 
chimique, jusqu'à une dose maximale de 1 000 mg/kg/j. Tous les niveaux de 
dose doivent être proposés et sélectionnés à la lumière des données exis
tantes sur la toxicité et le comportement (toxico)-cinétique du composé testé 
ou des substances de même nature. Le niveau de dose le plus élevé doit être 
établi tout d'abord en fonction de la DL50 et/ou des informations sur la 
toxicité aiguë afin d'éviter le décès et la détresse ou la souffrance extrêmes 
des animaux (24) (25) (26). La dose la plus élevée doit représenter la dose 
maximale tolérée (MTD); une étude menée avec un niveau de dose ayant 
induit une réaction utérotrophique positive pourra aussi être acceptée. Pour 
opérer la sélection, on accepte généralement de larges intervalles entre les 
dosages (une demi-unité logarithmique, soit un facteur de progression de 
3,2 ou même jusqu'à une unité logarithmique). En l'absence de données 
appropriées, une étude de détermination de l'ordre de grandeur peut être 
effectuée pour aider à définir les doses qu'il convient d'utiliser. 

35. Autre solution, si l'activité "strogénique d'un agoniste peut être estimée 
d'après des données in vitro (ou in silico), celles-ci pourront être prises 
en considération pour établir les doses. Par exemple, la quantité de subs
tance chimique d'essai qui produira une réaction utérotrophique équivalente 
à celle de l'agoniste de référence (éthinylestradiol) est estimée d'après son 
activité évaluée in vitro par rapport à celle de l'éthinylestradiol. La dose 
d'essai la plus élevée sera obtenue en multipliant cette dose équivalente par 
un facteur adéquat (10 ou 100, par exemple). 
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Détermination de l'ordre de grandeur 

36. Le cas échéant, une étude de détermination de l'ordre de grandeur peut être 
effectuée sur un petit nombre d'animaux. À cet égard, le document d'orien
tation de l'OCDE n o 19 (25) qui définit les signes cliniques indicateurs de 
toxicité ou de détresse des animaux peut être utilisé. Si cela est réalisable 
dans le cadre de cette étude de détermination, après 3 jours de traitement, 
les utérus peuvent être excisés et pesés environ 24 heures après la dernière 
dose. Ces données peuvent ensuite être utilisées pour mettre au point l'étude 
principale (définir les doses maximales et minimales acceptables et recom
mander le nombre de groupes de dose). 

Administration des doses 

37. La substance d'essai est administrée par gavage ou injection sous-cutanée. 
La voie d'administration sera déterminée en tenant compte de considérations 
relatives au bien-être des animaux, et aux aspects toxicologiques tels que le 
rapport avec l'exposition humaine à la substance chimique (gavage oral pour 
une exposition par ingestion, injection sous-cutanée pour une exposition par 
inhalation ou adsorption cutanée), les propriétés physiques/chimiques de la 
substance d'essai et surtout les informations toxicologiques existantes et les 
données sur le métabolisme et le comportement cinétique (par exemple la 
nécessité d'éviter le métabolisme de premier passage, meilleure efficacité 
d'une voie d'administration plutôt que d'une autre). 

38. Il est recommandé, chaque fois que cela est possible, d'envisager pour 
commencer l'utilisation d'une solution/suspension aqueuse. Toutefois, les 
ligands des récepteurs aux "strogènes ou leurs précurseurs métaboliques 
sont généralement hydrophobes, c'est pourquoi on utilise le plus souvent 
une solution/suspension huileuse (huile de maïs, d'arachide, de sésame ou 
d'olive). Ces différentes huiles n'ont toutefois pas la même valeur calorique, 
ni la même teneur en matières grasses, c'est pourquoi le véhicule peut 
influer sur l'apport total d'énergie métabolisable et peut donc potentiellement 
modifier les paramètres mesurés, notamment le poids utérin, surtout dans la 
méthode sur animaux immatures (33). Ainsi, avant de commencer l'étude, le 
véhicule retenu doit être testé au regard de témoins sans véhicule. Les 
substances d'essai peuvent être dissoutes dans une quantité minimale 
d'éthanol à 95 % ou d'autres solvants appropriés, puis diluées dans le véhi
cule de l'essai aux concentrations finales voulues. Les caractéristiques 
toxiques du solvant doivent être connues et contrôlées sur un groupe 
témoin traité uniquement avec le solvant. Si la substance d'essai est consi
dérée comme stable, on peut légèrement chauffer le mélange et le soumettre 
à une action mécanique vigoureuse pour faciliter sa dissolution. La stabilité 
de la substance d'essai dans le véhicule doit être déterminée. Si la substance 
d'essai est stable pendant toute la durée de l'étude, une aliquote de la subs
tance d'essai peut être préparée, après quoi les dilutions spécifiées sont 
préparées quotidiennement. 

39. Le calendrier d'administration dépend du modèle d'essai (voir le paragraphe 
29 pour l'essai sur animaux immatures et le paragraphe 30 pour l'essai sur 
animaux ovariectomisés). La substance d'essai est administrée quotidienne
ment aux rates immatures pendant 3 jours consécutifs. Un traitement de 3 
jours est également recommandé pour les rates ovariectomisées, mais des 
expositions plus longues peuvent être aussi acceptées et favoriser la détec
tion de substances faiblement actives. Sur les souris femelles ovariectomi
sées, 3 jours de traitement doivent suffire et il ne semble pas très intéressant 
de porter la durée du traitement à 7 jours pour les agonistes d'"strogènes 
puissants; toutefois, l'étude de validation n'a pas permis d'établir cette rela
tion pour les "strogènes de plus faible activité (16), aussi la durée d'admi
nistration doit-elle être prolongée jusqu'à 7 jours consécutifs chez les souris 
ovariectomisées. Le produit doit être administré chaque jour à heure fixe. 
L'administration doit se faire de façon à maintenir un niveau de dose 
constant par rapport au poids corporel des animaux (mg de substance 
d'essai par kg de poids corporel par jour). On réduira au minimum la 
variabilité du volume d'essai par rapport au poids corporel en adaptant les 
concentrations de façon à obtenir un volume constant par rapport au poids 
corporel à tous les niveaux de doses et pour toutes les voies d'adminis
tration. 
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40. Lorsque la substance d'essai est administrée par gavage, les animaux reçoi
vent une seule dose quotidienne à l'aide d'une sonde gastrique ou d'une 
canule d'intubation appropriée. Le volume maximal de liquide pouvant être 
administré en une fois dépend de la taille de l'animal d'essai. Les directives 
locales d'entretien des animaux doivent être observées, mais le volume ne 
doit pas excéder 5 ml/kg de poids corporel, sauf dans le cas de solutions 
aqueuses où l'on pourra utiliser 10 ml/kg de poids corporel. 

41. Lorsque la substance d'essai est administrée par injection sous-cutanée, les 
animaux reçoivent une seule dose quotidienne. Les doses doivent être injec
tées dans la région dorso-scapulaire ou lombaire à l'aide d'une aiguille 
stérile (de calibre 23 ou 25) et d'une seringue tuberculine. Le rasage du 
site d'injection est facultatif. Toute perte ou fuite au moment de l'injection 
ou toute administration incomplète doivent être consignées. Le volume total 
injecté par rate par jour ne doit pas dépasser 5 ml/kg de poids corporel, 
répartis entre 2 sites d'injection, sauf dans le cas de solutions aqueuses où 
l'on pourra utiliser 10 ml/kg de poids corporel. 

Observations 

Observations générales et cliniques 

42. Des observations cliniques générales doivent être effectuées au moins une 
fois par jour, et plus fréquemment si des signes de toxicité sont constatés. 
Ces observations doivent être effectuées de préférence chaque jour à la 
(aux) même(s) heure(s) et en tenant compte du moment où les effets 
devraient être le plus marqués après l'administration des doses. Tous les 
animaux sont soumis à des observations pour contrôler la mortalité, la 
morbidité et les signes cliniques généraux tels que les changements de 
comportement, les changements au niveau de la peau, du pelage, des 
yeux et des muqueuses, l'apparition de sécrétions et d'excrétions et les 
activités végétatives (larmoiement, piloérection, taille des pupilles, respira
tion inhabituelle, par exemple). 

Poids corporel et consommation alimentaire 

43. Tous les animaux doivent être pesés quotidiennement à 0,1 g près, en 
commençant juste avant le début du traitement c'est-à-dire au moment de 
la répartition des animaux par groupes. La quantité de nourriture 
consommée durant la période de traitement peut aussi être mesurée cage 
par cage en pesant les distributeurs d'aliments. Ces données d'alimentation 
facultatives doivent être exprimées en grammes par rat par jour. 

Dissection et pesage de l'utérus 

44. Vingt-quatre heures après le dernier traitement, les rats sont euthanasiés. 
Idéalement, le sacrifice est effectué de façon aléatoire entre les groupes pour 
éviter de faire passer en premier ou en dernier l'un ou l'autre groupe, ce qui 
pourrait légèrement affecter les données. L'objectif du bioessai est de 
mesurer le poids des utérus séchés et frais. Le poids frais est celui de 
l'utérus et du fluide luminal. Le poids «séché» est mesuré après avoir 
exprimé et éliminé le contenu luminal de l'utérus. 

45. Avant la dissection, le vagin sera contrôlé pour repérer une éventuelle 
ouverture chez les animaux immatures. La procédure de dissection 
commence par l'ouverture de la paroi abdominale au niveau de la symphyse 
pubienne. S'ils sont présents, les cornes utérines et les ovaires sont détachés 
de la paroi abdominale dorsale. La vessie et les uretères sont dégagés de la 
face ventrale et latérale de l'utérus et du vagin. Les adhérences fibreuses 
entre le rectum et le vagin sont libérées jusqu'à ce qu'on repère la jonction 
de l'orifice vaginal et du périnée. L'utérus et le vagin sont détachés du corps 
par incision de la paroi vaginale juste au-dessus de la jonction du périnée, 
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comme indiqué à la figure 2. L'utérus doit être détaché du corps en décou
pant soigneusement le mésentère à son point d'attache sur toute la longueur 
de la façade dorsolatérale de chaque corne. Après extraction de l'utérus, la 
manipulation doit être assez rapide pour éviter la dessiccation des tissus. La 
perte de poids due à la dessiccation devient plus importante avec des tissus 
minces tels que l'utérus (23). S'ils sont présents, les ovaires sont détachés au 
niveau de l'oviducte en évitant l'écoulement de fluide luminal de la corne 
utérine. Si l'animal a été ovariectomisé, les cicatrices seront examinées pour 
repérer l'éventuelle présence de tissu ovarien. La graisse excédentaire et le 
tissu conjonctif doivent être éliminés. Le vagin est détaché de l'utérus juste 
à la base du col de l'utérus pour que celui-ci reste solidaire du corps utérin 
comme indiqué à la figure 2. 

46. Chaque utérus doit être transféré dans un récipient pesé portant un 
marquage individuel (boîte de Petri ou nacelle de pesée en plastique) en 
continuant de veiller à ce qu'il ne se dessèche pas avant la pesée (un filtre 
papier légèrement imbibé de solution saline peut être placé au fond du 
récipient). L'utérus et le fluide luminal seront pesés à 0,1 mg près (poids 
frais). 

47. Chaque utérus sera ensuite traité individuellement pour extraire le fluide 
luminal. Les deux cornes utérines seront percées ou sectionnées selon un 
axe longitudinal. L'utérus sera placé sur un filtre en papier légèrement 
humidifié (Whatman n o 3, par exemple) puis comprimé doucement avec 
un second morceau de filtre en papier légèrement humidifié, jusqu'à élimi
nation complète du fluide luminal. L'utérus vidé de son contenu luminal 
sera ensuite pesé à 0,1 mg près (poids séché). 

48. Le poids utérin en fin d'essai peut être utilisé pour vérifier que les rates 
immatures intactes n'ont pas dépassé l'âge applicable, bien que les données 
historiques de la souche utilisée par le laboratoire soient déterminantes à cet 
égard (voir le paragraphe 56 pour l'interprétation des résultats). 

Études optionnelles 

49. Après avoir été pesé, l'utérus peut être placé dans du formol à 10 % 
tamponné à pH neutre pour examen histopathologique après coloration 
hématoxyline-éosine. Le vagin peut être aussi examiné (voir le paragraphe 
9). Des mesures morphométriques peuvent être par ailleurs effectuées sur 
l'épithélium endométrial pour opérer des comparaisons quantitatives. 

DONNÉES ET RAPPORT D'ESSAIS 

Données 

50. Les informations suivantes doivent être fournies: 

! le nombre d'animaux au début de l'essai, 

! le nombre et l'identité des animaux retrouvés morts pendant l'essai ou 
euthanasiés en raison de leurs souffrances, ainsi que la date et l'heure 
des décès des animaux morts naturellement ou euthanasiés, 

! le nombre et l'identité des animaux présentant des signes de toxicité, et 
une description des signes de toxicité observés indiquant notamment la 
date et l'heure de l'apparition, la durée et la sévérité des effets toxiques, 
et 

! le nombre et l'identité des animaux présentant des lésions, et une 
description du type de lésions. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 825



 

51. Les données suivantes doivent être consignées pour chaque animal: poids 
corporels, poids utérin frais et poids de l'utérus séché. Des analyses statis
tiques unilatérales pour les agonistes doivent être utilisées pour déterminer 
si l'administration d'une substance d'essai provoque une augmentation statis
tiquement significative (p \ 0,05) du poids utérin. Les analyses statistiques 
requises doivent être effectuées pour étudier les modifications liées au 
traitement, des poids des utérus frais et séchés. Par exemple, les données 
peuvent être évaluées par une analyse de covariance (ANCOVA), la cova
riable étant le poids corporel à la nécropsie. Une transformation logarith
mique stabilisant la variance peut être opérée sur les données utérines avant 
l'analyse des données. Le test de Dunnett et Hsu peut être utilisé pour 
opérer des comparaisons par paires entre les groupes traités et les 
groupes témoins et pour calculer les intervalles de confiance. Une analyse 
des résidus studentisés peut permettre de détecter les éventuelles valeurs 
aberrantes et d'évaluer l'homogénéité des variances. Ces procédures ont été 
appliquées dans le programme de validation de l'OCDE à l'aide de la PROC 
GLM du Système d'analyse statistique (SAS Institute, Cary, NC), version 8 
(6) (7). 

52. Le rapport final doit contenir les informations suivantes: 

Établissement réalisant l'essai 

! Personnel chargé de l'étude et responsabilités de chacun 

! Données de l'étude de référence ! témoin positif et données pério
diques de contrôle positif (voir les paragraphes 26 et 27) 

Substance d'essai 

! Caractérisation des substances d'essai 

! Nature physique et, le cas échéant, propriétés physico-chimiques utiles 
pour la conduite de l'essai 

! Méthode et fréquence de préparation des dilutions 

! Données obtenues sur la stabilité 

! Analyses des solutions administrées 

Véhicule 

! Caractérisation du véhicule de l'essai (nature, fournisseur et lot) 

! Justification du choix du véhicule (s'il est autre que l'eau) 

Animaux d'expérience 

! Espèce et souches utilisées et justification du choix de ces espèces/ 
souches 

! Fournisseur et équipements particuliers du fournisseur 

! Âge à la livraison et date de naissance 

! Si les animaux sont immatures, sont-ils fournis avec leurs mères ou 
d'autres femelles allaitantes et date du sevrage & 

! Détails des procédures d'acclimatation des animaux 

! Nombre d'animaux par cage 

! Données détaillées et méthode d'identification des individus et des 
groupes d'animaux 

Conditions de l'essai 

! Détails de la procédure de randomisation (par exemple méthode utilisée) 

! Justification de la sélection des doses 
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! Détails de la formulation de la substance d'essai, concentrations obte
nues, stabilité et homogénéité 

! Détails relatifs à l'administration de la substance d'essai et justification 
de la voie d'exposition 

! Alimentation (nom, type, fournisseur, composition et, s'ils sont connus, 
taux de phyt"strogènes) 

! Eau distribuée (eau du robinet ou eau filtrée, par exemple) et mode 
d'administration (par tube alimenté par un grand réservoir, flacons, etc.) 

! Litière (nom, type, fournisseur, composition) 

! Données sur les conditions d'encagement, photopériode, température et 
humidité du local expérimental, nettoyage du local expérimental 

! Description détaillée des procédures de nécropsie et de pesée des utérus 

! Description des procédures statistiques 

Résultats 

Pour chaque animal 

! Relevés journaliers du poids corporel (de la répartition en groupes 
jusqu'à la nécropsie) (à 0,1 g près) 

! Âge de chaque animal (en jours à compter du jour 0, jour de la nais
sance) au début du traitement 

! Date et heure de l'administration de chaque dose 

! Volume calculé et dose administrée et observations de toute perte de 
produit pendant ou après l'administration 

! Observations journalières sur l'état de l'animal, notamment symptômes 
pertinents 

! Cause présumée du décès (si l'animal est trouvé mort ou moribond 
pendant l'étude) 

! Date et heure de l'euthanasie et temps écoulé depuis l'administration de 
la dernière dose 

! Poids utérin frais (à 0,1 mg près) et observations concernant les éven
tuels écoulements de fluide luminal pendant la dissection et la prépara
tion avant pesée 

! Poids utérin séché (à 0,1 mg près) 

Pour chaque groupe d'animaux 

! Relevés journaliers du poids corporel moyen (à 0,1 g près) et écarts 
types (de la répartition en groupes jusqu'à la nécropsie) 

! Poids utérins moyens, frais et séché (à 0,1 mg près) et écarts types 

! Si elle a été mesurée, consommation alimentaire journalière (calculée en 
grammes de nourriture consommée par animal) 
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! Les résultats des analyses statistiques comparant les poids utérins frais et 
séchés des groupes traités par rapport à ceux des groupes témoins qui 
ont reçu le véhicule. 

! Les résultats des analyses statistiques comparant le poids corporel total 
et la prise de poids corporel des groupes traités par rapport à ceux des 
groupes témoins qui ont reçu le véhicule. 

53. Résumé des principaux éléments et conditions de la méthode d'essai 

Rat Souris 

Animaux 

Souche Souches de rongeurs de laboratoire communément utilisées 

Nombre d'animaux 6 animaux par groupe de dose au minimum 

Nombre de groupes Au minimum 2 groupes d'essai (voir le paragraphe 33) et un 
groupe témoin négatif 

Pour les groupes témoins positifs, se référer aux paragraphes 26 
et 27 

Conditions d'encagement et d'alimentation 

T o du local expérimental 22 °C ± 3 °C 

Humidité relative 50-60 %, pas moins de 30 % et pas plus de 70 % 

Photopériode journalière 12 heures de lumière, 12 heures d'obscurité 

Alimentation et eau 
potable 

À volonté 

Encagement Individuel ou par groupes de jusqu'à 3 animaux (l'hébergement 
collectif est recommandé pour les animaux immatures) 

Alimentation et litière Faibles niveaux de phyt"strogènes recommandés dans la nour
riture et la litière 

Protocole 

Méthode Méthode utilisant des femelles 
immatures non ovariectomisées 
(méthode à privilégier) 

Méthode utilisant des femelles 
adultes ovariectomisées 

Méthode utilisant des femelles 
adultes ovariectomisées 

Âge de traitement des 
animaux immatures 

Pas avant le jour 18 après la 
naissance. Le traitement doit 
être achevé avant le jour 25 
après la naissance 

Non applicable pour cette 
méthode d'essai 

Âge à l'ovariectomie Entre 6 et 8 semaines d'âge 

Âge de traitement des 
animaux ovariectomisés 

Il doit s'écouler au minimum 
14 jours entre l'ovariectomie 
et le 1er jour du traitement 

Il doit s'écouler au minimum 7 
jours entre l'ovariectomie et le 
1er jour du traitement 

Poids corporel La variation du poids corporel doit être minimale et ne pas 
dépasser ± 20 % du poids moyen 
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Rat Souris 

Administration 

Voie d'administration Gavage oral ou injection sous-cutanée 

Fréquence de l'administra
tion 

Une dose journalière 

Volume administré par 
gavage et injection 

 5 ml/kg de poids corporel (ou jusqu'à 10 ml/kg de poids 
corporel dans le cas de solutions aqueuses) (sur 2 sites d'injec
tion par voie sous-cutanée) 

Durée de la période d'ad
ministration 

3 jours consécutifs pour le 
modèle sur animaux immatures 

Au minimum 3 jours consécu
tifs pour le modèle sur 
animaux ovariectomisés 

7 jours consécutifs pour le 
modèle sur animaux ovariecto
misés 

Date du sacrifice Environ 24 heures après la dernière dose 

Résultats 

Réponse positive Augmentation statistiquement significative du poids moyen de 
l'utérus (frais et/ou séché) 

^strogène de référence 17 -éthinylestradiol 

ORIENTATIONS POUR L'INTERPRÉTATION ET L'ACCEPTATION 
DES RÉSULTATS 

54. En général, un essai évaluant le pouvoir "strogénique doit être considéré 
comme positif si l'on constate une augmentation statistiquement significa
tive du poids utérin (p \ 0,05) au moins chez le groupe traité avec la dose 
la plus élevée par rapport au groupe témoin qui a reçu le solvant. Un 
résultat positif est confirmé par la démonstration d'une relation biologique
ment plausible entre la dose et l'ampleur de l'effet produit, sans perdre de 
vue que les effets "strogéniques et anti"strogéniques conjugués de la subs
tance d'essai peuvent modifier la forme de la courbe dose-effet. 

55. Il importe de veiller à ne pas dépasser la dose maximale tolérée pour 
pouvoir interpréter avec profit les données. La réduction du poids corporel, 
les signes cliniques et les autres données observées devront être soigneuse
ment évalués à cet effet. 

56. Il est important, pour pouvoir accepter les données du bioessai utérotro
phique, de considérer les poids utérins des animaux du groupe témoin qui a 
reçu le véhicule. Des valeurs témoins élevées peuvent compromettre la 
réactivité du bioessai et sa capacité de détection des agonistes des "stro
gène de faible puissance. L'étude des données issues de la littérature et des 
données obtenues lors de la validation du bioessai utérotrophique semblent 
montrer que les moyennes de référence peuvent être élevées spontanément, 
en particulier chez les animaux immatures (2) (3) (6) (9). Le poids utérin 
des rates immatures dépend de nombreuses variables, notamment de la 
souche ou du poids corporel, c'est pourquoi aucune limite supérieure 
précise ne peut être indiquée pour le poids utérin. À titre indicatif, si le 
poids des utérus séchés des rates immatures du groupe témoin est compris 
entre 40 et 45 mg, les résultats peuvent être considérés comme suspects et 
des poids utérins supérieurs à 45 mg peuvent nécessiter de refaire l'essai. Il 
conviendra cependant de procéder à une évaluation au cas par cas (3) (6) 
(8). Dans l'essai sur des rates adultes, toute ovariectomie incomplète peut 
laisser des tissus ovariens susceptibles de produire des "strogènes endo
gènes et de retarder la régression du poids utérin. 
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57. Pour les groupes témoins qui ont reçu le véhicule, l'obtention d'utérus 
séchés de poids inférieurs à 0,09 % du poids corporel pour les rates imma
tures et à 0,04 % pour les jeunes adultes ovariectomisées semble donner des 
résultats acceptables [voir tableau 31 (2)]. Si les poids utérins de référence 
sont supérieurs à ces valeurs, plusieurs facteurs doivent être vérifiés, notam
ment l'âge des animaux, la qualité de l'ovariectomie, les phyt"strogènes 
présents dans l'alimentation, et tout résultat négatif (pas d'indication d'acti
vité "strogénique) devra être considéré avec prudence. 

58. Les données historiques concernant les groupes témoins qui ont reçu le 
véhicule doivent être conservées dans le laboratoire. Les données histo
riques concernant les effets des "strogènes témoins positifs, tels que le 
17 -éthinylestradiol, doivent aussi être conservées dans le laboratoire. Les 
laboratoires peuvent aussi tester les effets d'agonistes d'"strogènes connus 
pour leur faible activité. Toutes ces données peuvent être comparées aux 
données dont on dispose (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) pour s'assurer que la 
sensibilité des méthodes du laboratoire est suffisante. 

59. Lors de l'étude de validation de l'OCDE, la variabilité pondérale est apparue 
plus faible pour les utérus séchés que pour les utérus frais (6) (7). Toutefois, 
on considère qu'une réponse significative dans l'un ou l'autre cas indiquera 
que la substance d'essai est positive (activité "strogénique). 

60. La réponse utérotrophique n'est pas uniquement d'origine "strogénique 
mais, s'il s'avère positif, le bioessai utérotrophique devra généralement 
être interprété comme preuve d'une activité "strogénique potentielle in 
vivo, et devra normalement donner lieu à recherches plus poussées (voir 
le paragraphe 9 et le «Cadre conceptuel de l'OCDE pour les essais et 
l'évaluation des perturbateurs endocriniens», appendice 2). 

Figure 1 

Schéma de l'ablation chirurgicale des ovaires 

La procédure commence en ouvrant la paroi abdominale dorsolatérale au 
point médian entre la limite costale inférieure et la crête iliaque, et à 
quelques millimètres de la marge latérale du muscle lombaire. Les ovaires 
sont localisés dans la cavité abdominale. Sur un champ aseptique, on extrait 
les ovaires de la cavité abdominale, on pose une ligature entre l'ovaire et 
l'utérus pour arrêter le saignement, puis on détache l'ovaire par incision 
au-dessus de la ligature à la jonction de l'oviducte et de chaque corne 
utérine. Après avoir vérifié qu'aucun saignement important ne persiste, la 
paroi abdominale doit être recousue, et la peau refermée par des autoclips 
ou par suture, par exemple. On laisse ensuite les animaux se rétablir et le 
poids de l'utérus régresser pendant au moins 14 jours avant utilisation. 
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Figure 2 

Prélèvement et préparation des tissus utérins avant pesée 

La procédure commence par l'ouverture de la paroi abdominale au niveau de la 
symphyse pubienne. On détache chaque ovaire, s'ils sont présents, et chaque 
corne utérine de la paroi abdominale dorsale. La vessie et les uretères sont 
dégagés de la face ventrale et latérale de l'utérus et du vagin. Les adhérences 
fibreuses entre le rectum et le vagin sont libérées jusqu'à ce qu'on repère la 
jonction de l'orifice vaginal et du périnée. L'utérus et le vagin sont détachés 
du corps par incision de la paroi vaginale juste au-dessus de la jonction du 
périnée comme indiqué sur la figure. L'utérus doit être détaché du corps en 
découpant soigneusement le mésentère à son point d'attache sur toute la longueur 
de la façade dorsolatérale de chaque corne utérine. Après prélèvement, on élimine 
la graisse excédentaire et le tissu conjonctif. S'ils sont présents, les ovaires sont 
détachés de l'oviducte en évitant l'écoulement de fluide luminal de la corne 
utérine. Si l'animal a été ovariectomisé, les cicatrices doivent être examinées 
pour repérer l'éventuelle présence de tissu ovarien. Le vagin est détaché de 
l'utérus à la base du col de l'utérus pour que celui-ci reste solidaire du corps 
utérin, comme l'indique la figure. L'utérus peut alors être pesé. 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Pouvoir anti!strogénique: capacité d'une substance chimique à supprimer l'ac
tion de l'estradiol-17ß chez les mammifères. 

Date de naissance: jour 0 après la naissance. 

Dosage: terme général recouvrant la dose, la fréquence d'administration et la 
durée d'administration. 

Dose: quantité de substance d'essai administrée. Dans le bioessai utérotrophique, 
la dose est exprimée en poids de substance d'essai par unité de poids corporel de 
l'animal d'expérience par jour (mg/kg de poids corporel/jour). 

Dose maximale tolérée (DMT): quantité maximale d'une substance qui, 
lorsqu'elle est introduite dans le corps, n'est pas fatale aux animaux d'expérience 
(indiquée par la DL0) (UICPA, 1993) 

Pouvoir !strogénique: capacité d'une substance chimique à agir comme l'estra
diol-17ß chez les mammifères. 

Jour X (après la naissance): Xe jour de vie après le jour de la naissance. 

Sensibilité: proportion de toutes les substances positives/actives correctement 
classées par l'essai. Elle mesure l'exactitude d'une méthode d'essai produisant 
des résultats catégoriques et constitue un élément important à prendre en consi
dération pour évaluer la pertinence d'une méthode d'essai. 

Spécificité: proportion de toutes les substances négatives/inactives correctement 
classées par l'essai. Elle mesure l'exactitude d'une méthode d'essai produisant des 
résultats catégoriques et constitue un élément important à prendre en considéra
tion pour évaluer la pertinence d'une méthode d'essai. 

Substance chimique: une substance ou un mélange 

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

Utérotrophique: terme utilisé pour décrire une influence positive sur la crois
sance des tissus utérins. 

Validation: procédure scientifique destinée à caractériser les exigences et limi
tations opérationnelles d'une méthode d'essai et à démontrer sa fiabilité et son 
applicabilité à une fin donnée. 
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Appendice 2 

Notes se rapportant au cadre conceptuel



 

NOTES SE RAPPORTANT AU CADRE CONCEPTUEL 

Note 1: Il est possible d'entrer dans le cadre et d'en sortir à tous les niveaux, 
suivant la nature des informations nécessaires. 

Note 2: Le niveau 5 relatif à l'écotoxicologie devrait inclure des indicateurs 
mettant en évidence le mode d'action des effets néfastes et d'éven
tuels dégâts au niveau des populations. 

Note 3: S'il existe un modèle multimodal couvrant plusieurs des essais four
nissant des données sur un seul indicateur, ce modèle doit remplacer 
ces essais. 

Note 4: L'évaluation de chaque substance chimique est à effectuer au cas par 
cas, à la lumière de toutes les informations disponibles et compte 
tenu de la fonction des niveaux du cadre. 

Note 5: La version actuelle du cadre ne doit pas être considérée comme 
exhaustive. Aux niveaux 3, 4 et 5, elle inclut des essais déjà dispo
nibles ou en cours de validation. Ces derniers sont provisoirement 
inclus; ils seront confirmés une fois mis au point et validés. 

Note 6: La portée des essais du niveau 5 n'est pas strictement limitée. Les 
essais incorporés à ce niveau servent à l'évaluation des dangers et 
des risques. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 834



 

BIBLIOGRAPHIE 

(1) OCDE (1998), Rapport de la première réunion du Groupe d'étude de 
l'OCDE sur l'essai et l'évaluation des perturbateurs endocriniens (EDTA), 
10 et 11 mars 1998, ENV/MC/CHEM/RA(98)5. 

(2) OCDE (2003), Detailed Background Review of the Uterotrophic Bioassay: 
résumé de la documentation disponible à l'appui du projet du Groupe 
d'étude de l'OCDE sur l'essai et l'évaluation des perturbateurs 
endocriniens (EDTA) en vue de normaliser et valider le bio-essai utéro
trophique, Publications Hygiène et Sécurité de l'environnement ! Série 
sur les essais et évaluations, n o 38, ENV/JM/MONO(2003)1. 

(3) Owens, J.W., et Ashby, J. (2002), Critical Review and Evaluation of the 
Uterotrophic Bioassay for the Identification of Possible Estrogen Agonists 
and Antagonists: In Support of the Validation of the OECD Uterotrophic 
Protocols for the Laboratory Rodent, Crit. Rev. Toxicol., 32:445-520. 

(4) OCDE (2006), OECD Report of the Initial Work Towards the Validation 
of the Rodent Uterotrophic Assay ! Phase 1, Publications Hygiène et 
Sécurité de l'environnement ! Série sur les essais et évaluations, n o 65, 
ENV/JM/MONO(2006)33. 

(5) Kanno, J., Onyon, L., Haseman, J., Fenner-Crisp, P., Ashby, J., et Owens, 
W. (2001), The OECD program to validate the rat uterotrophic bioassay to 
screen compounds for in vivo estrogenic responses: Phase 1, Environ 
Health Perspect., 109:785-94. 

(6) OCDE (2006), OECD Report of the Validation of the Rodent Uterotrophic 
Bioassay: Phase 2 ! Testing of Potent and Weak Oestrogen Agonists by 
Multiple Laboratories, Publications Hygiène et Sécurité de l'environnement 
! Série sur les essais et évaluations, n o 66, ENV/JM/MONO(2006)34. 

(7) Kanno, J., Onyon, L., Peddada, S., Ashby, J., Jacob, E., et Owens, W. 
(2003), The OECD program to validate the rat uterotrophic bioassay: 
Phase Two ! Dose Response Studies, Environ. Health Persp., 
111:1530-1549 

(8) Kanno, J., Onyon, L., Peddada, S., Ashby, J., Jacob, E., et Owens, W. 
(2003), The OECD program to validate the rat uterotrophic bioassay: 
Phase Two ! Coded Single Dose Studies, Environ. Health Persp., 
111:1550-1558. 

(9) Owens, W., Ashby, J., Odum, J., et Onyon, L. (2003), The OECD 
program to validate the rat uterotrophic bioassay: Phase Two ! Dietary 
phyt"strogene analyses, Environ. Health Persp., 111:1559-1567. 

(10) Ogasawara, Y., Okamoto, S., Kitamura, Y., Matsumoto, K. (1983), Proli
ferative pattern of uterine cells from birth to adulthood in intact, neonatally 
castrated, and/or adrenalectomized mice assayed by incorporation of 
[I 125 ]iododeoxyuridine, Endocrinology, 113:582-587. 

(11) Branham, W.S., Sheehan, D.M., Zehr, D.R., Ridlon, E., et Nelson, C.J. 
(1985), The postnatal ontogeny of rat uterine glands and age-related effects 
of 17ß-oestradiol, Endocrinology, 117:2229-2237. 

(12) Schlumpf, M., Berger, L., Cotton, B., Conscience-Egli, M., Durrer, S., 
Fleischmann, I., Haller, V., Maerkel, K., et Lichtensteiger, W. (2001), 
Estrogen active UV screens, SÖFW-J, 127:10-15. 

(13) Zarrow, M.X., Lazo-Wasem, E.A., et Shoger, R.L. (1953), Estrogenic 
activity in a commercial animal ration, Science, 118:650-651. 

(14) Drane, H.M., Patterson, D.S.P., Roberts, B.A., et Saba, N. (1975), The 
chance discovery of "strogenic activity in laboratory rat cake, Fd. Cosmet. 
Toxicol., 13:425-427. 

(15) Boettger-Tong, H., Murphy, L., Chiappetta., C, Kirkland, J.L., Goodwin, 
B., Adlercreutz, H., Stancel, G.M., et Makela, S. (1998), A case of a 
laboratory animal feed with high estrogenic activity and its impact on in 
vivo responses to exogenously administered estrogens, Environ. Health 
Perspec., 106:369-373. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 835



 

(16) OCDE (2007), Additional data supporting the Test Guideline on the Utero
trophic Bioassay in rodents, Publications Hygiène et Sécurité de l'environ
nement ! Série sur les essais et évaluations, n o 67. 

(17) Degen, G.H., Janning, P., Diel, P., et Bolt, H.M. (2002), Estrogenic isofla
vones in rodent diets, Toxicol. Lett., 128:145-157. 

(18) Wade, M.G., Lee, A., McMahon, A., Cooke, G., et Curran, I. (2003), The 
influence of dietary isoflavone on the uterotrophic response in juvenile 
rats, Food Chem. Toxicol., 41:1517-1525. 

(19) Yamasaki, K., Sawaki, M., Noda, S., Wada, T., Hara, T., et Takatsuki, M. 
(2002), Immature uterotrophic assay of estrogenic compounds in rats given 
different phyt"strogen content diets and the ovarien changes in the imma
ture rat uterotrophic of estrogenic compounds with ICI 182,780 or antide, 
Arch. Toxicol., 76:613-620. 

(20) Thigpen, J.E., Haseman, J.K., Saunders, H.E., Setchell, K.D.R., Grant, 
M.F., et Forsythe, D. (2003), Dietary phyt"strogens accelerate the time 
of vaginal opening in immature CD-1 mice, Comp. Med., 53:477-485. 

(21) Ashby, J., Tinwell, H., Odum, J., Kimber, I., Brooks, A.N., Pate, I., et 
Boyle, C.C. (2000), Diet and the aetiology of temporal advances in human 
and rodent sexual development, J. Appl. Toxicol., 20:343-347. 

(22) Thigpen, J.E., Lockear, J., Haseman, J., Saunders, H.E., Caviness, G., 
Grant, M.F., et Forsythe, D.B. (2002), Dietary factors affecting uterine 
weights of immature CD-1 mice used in uterotrophic bioassays, Cancer 
Detect. Prev., 26:381-393. 

(23) Thigpen, J.E., Li, L.-A., Richter, C.B., Lebetkin, E.H., et Jameson, C.W. 
(1987), The mouse bioassay for the detection of estrogenic activity in 
rodent diets: I. A standardized method for conducting the mouse bioassay, 
Lab. Anim. Sci., 37:596-601. 

(24) OCDE (2008), Toxicité aiguë par voie orale: méthode de l'ajustement des 
doses, ligne directrice n o 425 de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. 

(25) OCDE (2000), Guidance document on the recognition, assessment and use 
of clinical signs as humane endpoints for experimental animals used in 
safety evaluation, Publications Hygiène et Sécurité de l'environnement ! 
Série sur les essais et évaluations, n o 19, ENV/JM/MONO(2000)7. 

(26) OCDE (2001), Guidance document on acute oral toxicity, Publications 
Hygiène et Sécurité de l'environnement ! Série sur les essais et évalua
tions, n o 24, ENV/JM/MONO(2001)4. 

(27) Bulbring, E., et Burn, J.H. (1935), The estimation of oestrin and of male 
hormone in oily solution, J. Physiol., 85: 320-333. 

(28) Dorfman, R.I., Gallagher, T.F., et Koch, F.C. (1936), The nature of the 
estrogenic substance in human male urine and bull testis, Endocrinology, 
19: 33-41. 

(29) Reel, J.R., Lamb IV, J.C., et Neal, B.H. (1996), Survey and assessment of 
mammalian estrogen biological assays for hazard characterization, 
Fundam. Appl. Toxicol., 34: 288-305. 

(30) Jones, R.C., et Edgren, R.A. (1973), The effects of various steroid on the 
vaginal histology in the rat, Fertil. Steril., 24: 284-291. 

(31) OCDE (1982), Organisation de coopération et de développement écono
miques ! Principes de l'OCDE relatifs aux bonnes pratiques de labora
toire, ISBN 92-64-12367-9, Paris. 

(32) Dorfman, R.I. (1962), Methods in Hormone Research, Vol. II, Part IV: 
Standard Methods Adopted by Official Organization, New York, 
Academic Press. 

(33) Thigpen, J.E. e.a. (2004), Selecting the appropriate rodent diet for endo
crine disruptor research and testing studies, ILAR J 45(4): 401-416. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 836



 

(34) Gray, L.E., et Ostby, J. (1998), Effects of pesticides and toxic substances 
on behavioral and morphological reproductive development: endocrine 
versus non-endocrine mechanism, Toxicol Ind Health, 14 (1-2): 159-184. 

(35) Booth, A.N., Bickoff, E.M., et Kohler, G.O. (1960), Estrogen-like activity 
in vegetable oils and mill by-products, Science, 131:1807-1808. 

(36) Kato, H., Iwata, T., Katsu, Y., Watanabe, H., Ohta, Y., et Iguchi, T. 
(2004), Evaluation of estrogenic activity in diets for experimental 
animals using in vitro assay, J. Agric Food Chem., 52, 14101414. 

(37) OCDE (2007), Guidance Document on the Uterotrophic Bioassay Proce
dure to Test for Anti"strogenicity, Series on Testing and Assessment, 
No. 71. 

(38) Directive 2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil du 
22 septembre 2010 relative à la protection des animaux utilisés à des 
fins scientifiques (JO L 276 du 20.10.2010, p. 33). 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 837



 

B.55. BIOESSAI DE HERSHBERGER SUR LE RAT: ESSAI DE 
DEPISTAGE A COURT TERME DE PROPRIETES (ANTI)AN

DROGENIQUES 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice pour les 
essais de produits chimiques n o 441 (2009) de l'OCDE. L'OCDE a lancé, en 
1998, une activité à caractère hautement prioritaire dans le but de réviser les 
lignes directrices existantes et d'en établir de nouvelles relatives au dépis
tage et à l'essai des substances susceptibles de perturber le système endo
crinien (1). L'une des composantes de cette activité concernait le dévelop
pement d'une ligne directrice pour le bioessai de Hershberger sur le rat. 
Après plusieurs décennies d'utilisation par l'industrie pharmaceutique, cet 
essai a été pour la première fois normalisé par un comité d'experts officiels 
en 1962 comme outil de dépistage de substances chimiques androgéniques 
(2). Entre 2001 et 2007, le bioessai de Hershberger sur le rat a fait l'objet 
d'un programme de validation approfondi, comprenant notamment la consti
tution d'un document d'examen détaillé (23), la compilation d'un article 
détaillé sur les méthodes (3), l'élaboration d'un guide de dissection (21) et 
la mise en "uvre d'études intra- et interlaboratoires poussées visant à 
démontrer la fiabilité et la reproductibilité du bioessai. Ces études de vali
dation ont été menées à l'aide d'un androgène de référence fortement actif 
[propionate de testostérone (TP)], de deux androgènes synthétiques forte
ment actifs (acétate de trenbolone et méthyltestostérone), d'un produit phar
maceutique antiandrogénique fortement actif (flutamide), d'un inhibiteur 
fortement actif (finastéride) de la synthèse de l'androgène naturel (dihydro
testostérone-DHT), de plusieurs pesticides faiblement antiandrogéniques 
(linuron, vinclozoline, procymidone, p,p' DDE), d'un inhibiteur de 5 -réduc
tase fortement actif (finastéride) et de deux substances chimiques négatives 
connues (dinitrophénol et nonylphénol) (4) (5) (6) (7) (8). La présente 
méthode d'essai résulte de la longue expérience acquise par l'utilisation 
du bioessai et de l'expérience acquise au cours du programme de validation 
et des résultats obtenus. 

2. Le bioessai de Hershberger est un essai de dépistage in vivo à court terme 
qui emploie des tissus accessoires de l'appareil reproducteur mâle. L'essai 
date des années 30 et il a été modifié dans les années 40 par l'inclusion de 
muscles de l'appareil reproducteur mâle qui répondent aux androgènes (2) 
(9-15). Au cours des années 60, plus de 700 androgènes putatifs ont été 
évalués à l'aide d'une version normalisée du mode opératoire (2) (14), et 
l'utilisation de l'essai a été considérée comme une méthode standard aussi 
bien pour les androgènes que pour les antiandrogènes pendant les années 60 
(2) (15). L'essai biologique actuel est fondé sur les variations de poids de 
cinq tissus dépendant des androgènes chez le rat mâle péripubertaire castré. 
Il évalue la capacité d'une substance chimique à induire des activités biolo
giques analogues à celles induites par des agonistes et des antagonistes 
d'androgènes ou des inhibiteurs de 5 -réductase. Les cinq tissus cibles 
dépendant des androgènes inclus dans la présente méthode d'essai sont la 
prostate ventrale (PV), la vésicule séminale (VS) (plus les fluides et les 
glandes coagulantes), les muscles élévateurs de l'anus et 
bulbocaverneux (EABC), la paire de glandes de Cowper (COW) et le 
gland (G). Chez le rat mâle péripubertaire castré, ces cinq tissus répondent 
tous aux androgènes par une augmentation du poids absolu. Lorsqu'ils sont 
stimulés en vue d'augmenter leur poids par l'administration d'un androgène 
de référence fortement actif, ces cinq tissus répondent tous aux antiandro
gènes par une diminution du poids absolu. Le premier modèle du bioessai 
de Hershberger est le mâle péripubertaire chirurgicalement castré, et il a été 
validé dans les phases 1, 2 et 3 du programme de validation de Hersh
berger. 

3. Le bioessai de Hershberger est utilisé comme un test de dépistage méca
nistique in vivo des agonistes d'androgènes, des antagonistes d'androgènes 
et des inhibiteurs de 5 -réductase, et son application est envisagée dans le 
contexte du «Cadre conceptuel de l'OCDE pour les essais et l'évaluation des 
perturbateurs endocriniens» (appendice 2). Dans ce cadre conceptuel, le 
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bioessai de Hershberger se situe au niveau 3 en tant qu'essai in vivo four
nissant des données sur un seul mécanisme endocrinien, à savoir l'(anti)an
drogénicité. Il est destiné à faire partie d'une batterie d'essais in vitro et in 
vivo permettant d'identifier les substances chimiques susceptibles d'interagir 
avec le système endocrinien et, à terme, d'évaluer les risques et les dangers 
pour la santé humaine ou l'environnement. 

4. Compte tenu des problèmes de bien-être des animaux posés par la castra
tion, le mâle sevré stimulé intact (non castré) a été étudié comme modèle 
alternatif pour l'essai Hershberger afin d'éviter l'étape de castration. La 
méthode d'essai utilisant le mâle sevré stimulé a été validée (24). Cepen
dant, dans les études de validation, le modèle adulte sevré de l'essai Hersh
berger n'a pas montré sa capacité à détecter de façon régulière les effets de 
substances à faible activité antiandrogène sur le poids d'organes dépendant 
des androgènes, aux doses testées. C'est la raison pour laquelle ce modèle 
n'a pas été inclus dans la présente méthode d'essai. Toutefois, considérant 
que son utilisation peut avoir non seulement des avantages en termes de 
bien-être des animaux, mais peut aussi fournir des informations sur d'autres 
modes d'action, il est disponible dans le document d'orientation n o 115 de 
l'OCDE (25). 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITATIVES 

5. Les agonistes et les antagonistes d'androgènes agissent comme des ligands 
du récepteur d'androgène et peuvent activer ou inhiber, respectivement, la 
transcription des gènes contrôlée par le récepteur. De surcroît, certaines 
substances chimiques inhibent la conversion de la testostérone en androgène 
dihydrotestostérone naturel plus actif dans certains tissus cibles des andro
gènes (inhibiteurs de 5 -réductase). Ces substances peuvent avoir des effets 
néfastes pour la santé, y compris des effets sur la reproduction et le déve
loppement. Par conséquent, il est nécessaire, dans des objectifs de régle
mentation, d'estimer et d'évaluer rapidement les potentialités d'agoniste ou 
d'antagoniste des androgènes ou d'inhibiteur de 5 -réductase d'une subs
tance chimique. Même si leur valeur informative est appréciable, l'affinité 
d'un ligand pour un récepteur d'androgène telle que mesurée par sa liaison 
au récepteur ou par l'activation de la transcription de gènes reporters in vitro 
n'est pas le seul déterminant d'un danger éventuel. D'autres facteurs critiques 
sont l'activation et la désactivation métaboliques lors de l'entrée dans l'or
ganisme, la distribution des substances entre les tissus cibles et l'élimination 
de l'organisme. Il est par conséquent nécessaire de détecter l'activité éven
tuelle d'une substance chimique in vivo dans des conditions opératoires et 
d'exposition appropriées. L'évaluation in vivo est moins cruciale si les 
caractéristiques ADME (absorption, distribution, métabolisme, élimination) 
de la substance chimique sont connues. Les tissus dépendant des andro
gènes répondent par une croissance rapide et vigoureuse à une stimulation 
par des androgènes, notamment chez les rats mâles péripubertaires castrés. 
Les rongeurs, en particulier le rat, sont aussi largement utilisés dans les 
études de toxicité visant à caractériser les dangers. Par conséquent, la 
version de l'essai qui emploie le rat péripubertaire castré et les cinq tissus 
cibles convient au dépistage in vivo d'agonistes et d'antagonistes des andro
gènes et d'inhibiteurs de 5 -réductase. 

6. La présente méthode d'essai est fondée sur les protocoles employés dans 
l'étude de validation de l'OCDE qui se sont révélés fiables et reproductibles 
dans les analyses intra- et interlaboratoires (4) (5) (6) (7) (8). Dans cette 
méthode d'essai sont présentés des protocoles pour les androgènes et pour 
les antiandrogènes. 

7. La dose de TP utilisée pour détecter les antiandrogènes dans le programme 
de validation du bioessai de Hershberger de l'OCDE variait légèrement 
selon les différents laboratoires (0,2 versus 0,4 mg/kg/j par injection 
sous-cutanée), mais la capacité à détecter une activité antiandrogénique 
faible ou forte présentait peu de différence entre ces deux variantes du 
mode opératoire. De toute évidence, il ne faut pas utiliser une dose de 
TP trop élevée qui bloquerait les effets des antagonistes de récepteurs 
d'androgènes (RA) faibles, ni une dose trop faible, car les tissus androgé
niques ne présenteraient alors qu'une réponse de croissance limitée même 
sans coadministration d'antiandrogène. 
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8. La réponse de croissance des tissus dépendant des androgènes individuels 
n'est pas entièrement d'origine androgénique, des substances qui ne sont pas 
des agonistes d'androgènes pouvant modifier le poids de certains tissus. 
Toutefois, la réponse de croissance simultanée de plusieurs tissus corrobore 
l'hypothèse d'un mécanisme plus spécifique des androgènes. Par exemple, 
des doses élevées d'"strogènes fortement actifs peuvent augmenter le poids 
des vésicules séminales; cependant, les autres tissus dépendant des andro
gènes de l'essai ne répondront pas de manière similaire. Les substances 
chimiques antiandrogéniques peuvent agir comme des antagonistes des 
récepteurs d'androgènes ou des inhibiteurs de 5 -réductase. L'effet des inhi
biteurs de 5 -réductase est variable, car la conversion en dihydrotestosté
rone plus active varie selon les tissus. Les antiandrogènes qui inhibent la 
5 -réductase, comme le finastéride, ont des effets plus marqués dans la 
prostate ventrale que dans les autres tissus lorsqu'on les compare à un 
antagoniste de RA fortement actif comme le flutamide. Cette différence 
de réponse en fonction des tissus peut être utilisée pour distinguer les 
modes d'action médiés par les RA de ceux médiés par la 5 -réductase. 
De surcroît, le récepteur d'androgène est apparenté en termes d'évolution 
à celui d'autres hormones stéroïdiennes, et certaines autres hormones, admi
nistrées à des doses élevées supraphysiologiques peuvent lier le TP et jouer 
un rôle d'antagoniste de ses effets d'activation de la croissance (13). De 
plus, il est également plausible qu'un métabolisme stéroïdien activé et un 
abaissement corollaire de la teneur sérique en testostérone puissent réduire 
la croissance des tissus dépendant des androgènes. Par conséquent, tout 
résultat positif dans le bioessai de Hershberger est normalement évalué 
par une approche par éléments de preuve qui comprend des essais in 
vitro, tels que les essais de liaison aux RA et aux récepteurs 
"strogéniques (RE) et des essais d'activation de la transcription correspon
dants, ou d'autres essais in vivo qui analysent des tissus cibles des andro
gènes similaires, tels que l'essai sur mâle pubère, l'essai sur mâle adulte 
intact de 15 jours ou les essais à doses répétées pendant 28 jours ou 90 
jours. 

9. L'expérience montre que les androgènes xénobiotiques sont plus rares que 
les antiandrogènes xénobiotiques. On s'attend par conséquent à utiliser plus 
souvent le bioessai de Hershberger pour le dépistage d'antiandrogènes. 
Toutefois, le mode opératoire d'essai d'androgènes est parfois recommandé 
pour des substances chimiques stéroïdiennes ou analogues aux stéroïdes ou 
pour des substances chimiques pour lesquelles des méthodes intégrées au 
niveau 1 ou 2 du Cadre conceptuel (appendice 2) ont fourni une indication 
d'éventuels effets androgéniques. De la même manière, des effets indésira
bles associés à des profils (anti)androgéniques peuvent être observés dans 
des essais de niveau 5 et nécessiter une évaluation visant à déterminer si 
une substance agit par un mode d'action endocrine. 

10. Il est admis que tous les protocoles faisant appel à des animaux respectent 
les normes locales en matière de bien-être animal; les descriptifs des soins 
et traitements figurant ci-après constituent donc des normes minimales 
auxquelles se substitueront les réglementations locales telles que la directive 
2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil du 22 septembre 2010 
relative à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques (26). 
D'autres recommandations relatives au traitement humain des animaux ont 
été formulées par l'OCDE (17). 

11. Comme c'est le cas de tous les essais biologiques sur animaux expérimen
taux, il conviendra d'évaluer soigneusement la nécessité d'une mise en 
"uvre de cette étude. Fondamentalement, deux raisons peuvent justifier 
une telle décision: 

! risque d'exposition élevé (niveau 1 du Cadre conceptuel) ou indications 
d'une (anti)androgénicité dans des essais in vitro (niveau 2) incitant à 
mener des études en vue de déterminer si ces effets pourraient s'exercer 
in vivo, 

! effets de nature (anti)androgénique dans des essais in vivo de niveau 4 
ou 5 justifiant la mise en "uvre d'études sur le mode d'action spécifique, 
par exemple afin de déterminer si les effets sont dus à un mécanisme 
(anti)androgénique. 
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12. La définition des termes utilisés dans la présente méthode d'essai figure à 
l'appendice 1. 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

13. La sensibilité du bioessai de Hershberger est due à l'utilisation de mâles 
chez lesquels la production d'androgènes endogènes est minimale. En effet, 
les mâles sont castrés et la castration est suivie d'un délai adéquat permet
tant la régression des tissus cibles jusqu'à un poids de base minimal et 
uniforme. Ainsi, lors de la détection d'une activité androgénique potentielle, 
les teneurs endogènes en androgènes en circulation sont faibles, l'axe 
hypothalamique-pituitaire-gonadal est incapable de les compenser par des 
mécanismes de rétroaction, la capacité des tissus à répondre est maximale, 
et la variabilité du poids initial des tissus est minimale. Lors de la détection 
d'une activité antiandrogénique potentielle, il est possible d'obtenir un gain 
pondéral des tissus plus substantiel lorsque ceux-ci sont stimulés par un 
androgène de référence. Par conséquent, dans le bioessai de Hershberger, il 
ne faut que 6 animaux par groupe de dose alors que, dans d'autres essais qui 
emploient des mâles pubères ou adultes, l'utilisation de 15 mâles par groupe 
de dose est conseillée. 

14. La castration des rats mâles péripubertaires est réalisée de manière appro
priée à l'aide d'anesthésiques et d'une technique aseptique approuvés. Des 
analgésiques sont administrés durant les quelques jours qui suivent l'inter
vention chirurgicale afin d'éliminer la gêne postchirurgicale. La castration 
améliore la précision avec laquelle l'essai détecte les androgènes et les 
antiandrogènes faibles en supprimant les mécanismes de rétroaction endo
crines compensatoires qui existent chez l'animal intact et peuvent atténuer 
les effets des androgènes et des antiandrogènes administrés, et élimine la 
large variabilité interindividus des teneurs sériques en testostérone. Par 
conséquent, la castration réduit les nombres d'animaux requis pour le dépis
tage de ces activités endocrines. 

15. Pour détecter une activité androgénique potentielle, la substance d'essai est 
administrée chaque jour par gavage oral ou injection sous-cutanée (sc) 
pendant une période de 10 jours consécutifs. Les substances d'essai sont 
administrées à au moins deux groupes de traitement d'animaux expérimen
taux en utilisant un niveau de dose par groupe. Les animaux sont autopsiés 
environ 24 heures après l'administration de la dernière dose. Une augmen
tation de poids statistiquement significative de deux des organes cibles ou 
plus dans les groupes recevant la substance d'essai comparés aux groupes 
témoin recevant le véhicule indique un résultat positif pour la substance 
d'essai relativement à l'activité androgénique potentielle (voir paragraphe 
60). Les androgènes comme la trenbolone, qui ne peuvent être réduits en 
5 , présentent des effets sur l'EABC et le gland plus prononcés que ceux du 
TP, mais tous les tissus doivent présenter une augmentation de la 
croissance. 

16. Pour détecter une activité antiandrogénique potentielle, la substance d'essai 
est administrée chaque jour par gavage oral ou injection sous-cutanée 
pendant une période de 10 jours consécutifs simultanément à des doses 
quotidiennes de TP (0,2 ou 0,4 mg/kg/j) administrées par injection 
sous-cutanée. Le programme de validation a montré que les doses de 0,2 
ou 0,4 mg/kg/j de TP permettaient toutes deux la détection d'antiandrogènes 
et, par conséquent, il convient de choisir l'une des doses à utiliser dans 
l'essai. Des doses croissantes de la substance d'essai sont administrées à au 
moins 3 groupes d'animaux expérimentaux traités, à raison d'un niveau de 
dose par groupe. Les animaux sont autopsiés environ 24 heures après 
l'administration de la dernière dose. Une diminution statistiquement signi
ficative, par rapport aux groupes témoins ne recevant que du TP, du poids 
de deux organes cibles ou davantage dans les groupes de substance d'essai 
plus TP indique un résultat positif pour la substance d'essai en termes 
d'activité antiandrogénique potentielle (voir paragraphe 61). 
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DESCRIPTION DE LA MÉTHODE 

Sélection de l'espèce et de la souche 

17. Le rat est utilisé en routine dans le bioessai de Hershberger depuis les 
années 30. Sur le plan biologique, il est plausible que le rat et la souris 
présentent des réponses similaires, mais les 70 ans d'expérience avec le 
modèle de rat en font l'espèce de choix pour le bioessai de Hershberger. 
De surcroît, les données issues du bioessai pouvant servir de résultats 
préliminaires à une étude multigénérationnelle à long terme, il est ainsi 
possible d'utiliser dans les deux études des animaux de la même espèce, 
de la même souche et de la même source. 

18. Ce mode opératoire remet aux laboratoires le soin de sélectionner la souche 
de rat à utiliser dans l'essai, qui sera en général celle habituellement 
employée dans le laboratoire concerné. On peut choisir les souches de 
rats de laboratoire couramment utilisées; toutefois, il faut éviter les 
souches dont la maturation est significativement plus longue que 42 
jours, car une castration des mâles à 42 jours peut empêcher la mesure 
des poids de gland, qui ne peut être effectuée qu'après séparation du 
prépuce de la tige pénienne. Ainsi, on n'utilisera pas de souches dérivées 
du rat Fisher 344, sauf dans de rares cas. La chronologie du développement 
sexuel du rat Fisher 344 est différente de celle des autres souches couram
ment utilisées, telles que les souches Sprague Dawley ou Wistar (16). Dans 
le cas où une telle souche est utilisée, il conviendra de castrer les individus 
au laboratoire à un âge légèrement postérieur et il faudra démonter la 
sensibilité de la souche utilisée. La justification du choix d'une souche de 
rat est clairement établie par le laboratoire. Si l'essai de dépistage est préa
lable à une étude par voie orale à doses répétées, à une étude sur la 
reproduction et le développement ou à une étude à long terme, il conviendra 
d'utiliser de préférence des animaux issus de la même souche et de la même 
source dans toutes les études. 

Conditions d'hébergement et d'alimentation 

19. Tous les modes opératoires respectent l'ensemble des normes locales en 
vigueur sur le soin des animaux de laboratoire. Les conditions d'entretien 
et de traitement décrites ici sont des normes minimales auxquelles se subs
tituent des réglementations locales plus contraignantes, telles que la direc
tive 2010/63/UE du Parlement européen et du Conseil du 22 septembre 
2010 relative à la protection des animaux utilisés à des fins scientifiques 
(26). La température du local expérimental est de 22 °C (à environ ± 3 °C). 
Le taux d'humidité relative est d'au moins 30 % et, de préférence, inférieur 
à 70 % en dehors des heures de nettoyage du local. On s'efforcera de 
maintenir l'humidité relative entre 50 et 60 %. L'éclairage est artificiel. La 
séquence d'éclairement est de 12 heures de lumière et 12 heures d'obscurité. 

20. Il est préférable de loger les animaux en groupes plutôt que de les isoler, en 
raison de leur jeune âge et parce que les rats sont des animaux sociaux. Le 
logement de deux ou trois animaux par cage évite la concentration et le 
stress qui lui est associé, susceptible d'interférer avec le contrôle hormonal 
du développement du tissu sexuel accessoire. Les cages seront soigneuse
ment nettoyées afin d'en éliminer tous les contaminants possibles et placées 
de façon à réduire au minimum l'influence éventuelle de leur disposition sur 
les résultats. Le choix de cages de taille appropriée (~2 000 centimètres 
carrés) évitera le surpeuplement. 

21. Chaque animal est identifié individuellement (par exemple par une marque 
ou une étiquette à l'oreille) en utilisant une méthode éthiquement acceptable. 
La méthode d'identification est consignée. 
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22. Les animaux recevront de la nourriture et de l'eau potable à volonté. Les 
laboratoires qui mettent en "uvre le bioessai de Hershberger utilisent le 
régime alimentaire du laboratoire qui est normalement utilisé dans les 
études d'essais sur les produits chimiques. Lors des études de validation 
du bioessai, aucun effet ni variabilité attribuable au régime alimentaire n'a 
été observé. Le régime utilisé sera indiqué et un échantillon en sera 
conservé à des fins d'éventuelle analyse future. 

Critères de performance relatifs aux poids des organes dépendant des 
androgènes 

23. Au cours de l'étude de validation, aucune donnée n'a permis de démontrer 
qu'une diminution du poids corporel affectait les augmentations ou les 
réductions de croissance de poids des tissus cibles (c'est-à-dire des tissus 
qui doivent être pesés). 

24. Les poids des organes dépendant des androgènes des différentes souches de 
rats utilisées avec succès dans le programme de validation sont plus élevés 
chez les souches de rats les plus lourdes que chez les souches plus légères. 
Par conséquent, les critères de performance du bioessai de Hershberger 
n'incluent pas les poids absolus prévisibles des organes pour les témoins 
positifs et négatifs. 

25. Le coefficient de variation (CV) d'un tissu étant inversement proportionnel à 
la puissance statistique, les critères de performance du bioessai de Hersh
berger sont fondés sur des valeurs de CV maximales pour chaque tissu 
(tableau 1). Les CV sont tirés des études de validation de l'OCDE. Dans 
le cas de résultats négatifs, les laboratoires examinent les CV du groupe 
témoin et du groupe de traitement à dose élevée afin de déterminer si les 
critères de performance de CV maximal ont été dépassés. 

26. L'étude est répétée dans les cas suivants: 1) trois ou plus des dix CV 
individuels possibles dans les groupes témoin et de traitement à dose 
élevée dépassent les valeurs maximales indiquées pour les études d'ago
nistes et d'antagonistes dans le tableau 1 et 2) au moins deux des tissus 
cibles sont marginalement non significatifs, c'est-à-dire présentent des 
valeurs  comprises entre 0,05 et 0,10. 

Tableau 1 

CV maximaux autorisés déterminés pour les tissus sexuels accessoires 
cibles dans le modèle sur rat castré dans les études de validation de 

l'OCDE ( 1 ) 

Tissu 
Effets antiandrogé

niques 
Effets androgéniques 

Vésicules séminales 40 % 40 % 

Prostate ventrale 40 % 45 % 

EABC 20 % 30 % 

Glandes de Cowper 35 % 55 % 

Gland 17 % 22 % 
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( 1 ) Le CV limite pour un tissu donné a été identifié à partir d'un graphe de valeurs de CV ! 
reportées successivement de la plus petite à la plus grande ! pour toutes les moyennes 
de toutes les expériences de l'étude de validation en utilisant un modèle spécifique 
(agoniste ou antagoniste). Le CV limite est lu au point auquel les incréments entre les 
CV les plus élevés suivants de la série sont largement plus grands que ceux qui séparent 
les quelques CV précédents, ou «point de rupture». Il convient de noter que même si 
cette analyse a identifié des «points de rupture» relativement fiables pour le modèle des 
antagonistes de l'essai, les courbes de CV pour l'essai des agonistes présentaient une 
augmentation plus uniforme et l'identification d'un CV limite par cette méthode est donc 
quelque peu arbitraire.



 

MODE OPÉRATOIRE 

Respect de la réglementation et vérification au laboratoire 

27. Il est inutile de démontrer la compétence du laboratoire avant le début de 
l'étude pour l'essai de Hershberger comme c'est le cas pour l'essai utérotro
phique (chapitre B.54 de la présente annexe), car des témoins positifs 
(propionate de testostérone et flutamide) et négatifs sont simultanément 
inclus dans l'essai. 

Nombre et répartition des animaux 

28. Chaque groupe d'essai et témoin comprend au moins 6 animaux. Cela 
s'applique aux protocoles androgéniques et antiandrogéniques. 

Castration 

29. Une période d'acclimatation initiale de plusieurs jours après réception des 
animaux attestera que les sujets sont sains et performants. Des animaux 
castrés avant l'âge de 42 jours ou au 42e jour postnatal (JPN) ne présentant 
pas toujours de séparation préputiale, il faut castrer les animaux au JPN 42 
ou après, mais pas avant. Les animaux sont castrés sous anesthésie par 
incision dans le scrotum et prélèvement des testicules et de l'épididyme 
avec ligature des vaisseaux sanguins et des canalicules séminifères. Après 
confirmation de l'absence de saignement, le scrotum est refermé par des 
sutures ou des agrafes autoserrantes. Les animaux sont traités par des anal
gésiques pendant les quelques jours qui suivent l'intervention chirurgicale 
afin d'atténuer toute gêne postchirurgicale. Si les animaux sont acquis déjà 
castrés auprès d'un fournisseur d'animaux, celui-ci garantira leur âge et leur 
stade de maturité sexuelle. 

Acclimatation après castration 

30. Les animaux restent en acclimatation aux conditions de laboratoire pour 
permettre la régression des poids des tissus cibles pendant 7 jours au 
minimum après la castration. Ils sont observés quotidiennement, et tout 
animal présentant des signes de maladie ou d'anomalie physique est 
retiré. Ainsi, le début du traitement par administration des doses (à l'étude) 
peut commencer dès le 49e JPN, mais jamais après le 60e JPN. À l'autop
sie, l'animal n'est pas âgé de plus de 70 JPN. Ce degré de flexibilité permet 
une programmation efficace du travail expérimental au laboratoire. 

Poids corporel et randomisation des groupes 

31. Les différences entre les poids corporels individuels représentent une source 
de variabilité entre les poids des tissus tant entre les groupes d'animaux 
qu'au sein de ces groupes. L'augmentation de la variabilité des poids des 
tissus se traduit par une augmentation du coefficient de variation (CV) et 
réduit la puissance statistique de l'essai (parfois aussi désignée par sensibi
lité de l'essai). Il convient par conséquent de limiter les variations du poids 
corporel au niveau expérimental ainsi qu'au niveau statistique. 

32. Au niveau expérimental, il faut s'efforcer de réduire les variations de poids 
corporels au sein des groupes d'étude et entre eux. Tout d'abord, il convient 
d'écarter les animaux de taille anormalement grande ou petite et de ne pas 
les intégrer dans la cohorte de l'étude. Au début de l'étude, les variations de 
poids entre animaux ne dépassent pas ± 20 % du poids moyen (par exemple 
175 g ± 35 g pour les rats péripubertaires castrés). En second lieu, il faut 
répartir les animaux au hasard dans les groupes (témoin et traités), de façon 
qu'il n'y ait aucune différence statistique de poids corporel moyen d'un 
groupe à l'autre. Le protocole de randomisation par blocs utilisé est consi
gné. 
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33. La toxicité étant susceptible de réduire le poids corporel dans les groupes 
traités par rapport à celui du groupe témoin, il faut utiliser comme cova
riable statistique le poids corporel au premier jour d'administration de la 
substance de l'essai et non le poids corporel à l'autopsie. 

Posologie 

34. Afin d'établir si une substance d'essai peut avoir une action androgénique in 
vivo, il suffit généralement d'utiliser 2 groupes de dose de la substance 
d'essai auxquels s'ajoutent des témoins positifs et de véhicule (négatif) 
(voir paragraphe 43), et cette posologie est par conséquent préférée pour 
des raisons de bien-être animal. Si l'objectif est d'obtenir une courbe de la 
relation dose-effet ou d'extrapoler les résultats à des doses plus faibles, au 
moins 3 groupes de dose seront nécessaires. Si l'on souhaite obtenir des 
informations plus détaillées que la simple identification d'une activité andro
génique (estimation de la puissance, par exemple), un autre régime posolo
gique devra être envisagé. Si l'on cherche à tester des antiandrogènes, la 
substance d'essai est administrée en combinaison avec un agoniste d'andro
gène de référence. Il faut utiliser au moins 3 groupes d'essai avec différentes 
doses de la substance d'essai et un témoin positif et un témoin négatif (voir 
paragraphe 44). Exception faite de l'administration de la substance d'essai, 
les animaux du groupe témoin devront subir exactement le même traitement 
que ceux des groupes d'essai. Si un véhicule est employé pour administrer 
la substance d'essai, on administrera au groupe témoin le plus grand volume 
de véhicule utilisé dans les groupes d'essai. 

35. Tous les niveaux de dose sont proposés et sélectionnés à la lumière des 
données existantes sur la toxicité et le comportement (toxico)-cinétique de 
la substance d'essai ou de substances connexes. Le niveau de dose le plus 
élevé est établi tout d'abord en fonction de la DL50 et/ou des informations 
sur la toxicité aiguë afin d'éviter le décès et la détresse ou la souffrance 
extrêmes des animaux (17) (18) (19) (20) et, en second lieu, il convient de 
tenir compte des informations disponibles sur les doses utilisées dans des 
études subchroniques et chroniques. En général, la dose la plus élevée ne 
provoque pas de réduction du poids corporel final des animaux supérieure à 
10 % du poids témoin. La dose la plus élevée est la plus haute dose qui 
assure la survie de l'animal et qui n'induit pas de toxicité ni de détresse 
significative au bout de 10 jours consécutifs d'administration jusqu'à une 
dose maximale de 1 000 mg/kg/jour (voir paragraphe 36), ou bien une dose 
inférieure induisant des effets (anti)androgéniques, quelle qu'elle soit. Pour 
un dépistage, de larges intervalles entre les doses sont acceptables, par 
exemple, une demi-unité logarithmique (soit un facteur de progression de 
3,2) ou même une unité logarithmique. En l'absence de données appro
priées, une étude préliminaire de détermination des doses (voir paragraphe 
37) peut permettre de définir les doses qu'il convient d'utiliser. 

Dose limite 

36. Lorsque, dans un essai, la dose limite de 1 000 mg/kg de poids corporel/ 
jour et une dose inférieure dans le cadre des protocoles décrits par cette 
étude ne permetent pas de produire de changement statistiquement signifi
catif des poids des organes reproducteurs, on peut considérer qu'il est inutile 
de tester d'autres niveaux de dose. Le concept de dose limite s'applique dans 
tous les cas, sauf lorsque des données d'exposition pour l'homme indiquent 
qu'il est nécessaire d'utiliser un niveau de dose plus élevé. 

Détermination des doses 

37. Le cas échéant, une étude préliminaire de détermination des doses peut être 
effectuée sur un petit nombre d'animaux afin de définir les groupes d'essai 
appropriés [par recours aux méthodes d'essai de la toxicité aiguë (chapitres 
B.1 bis, B.1 ter de la présente annexe (27), ligne directrice 425 de l'OCDE 
(19)]. L'objectif, dans le cas du bioessai de Hershberger, est de choisir des 
doses qui assurent la survie des animaux et n'entraînent pas de détresse ni 
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d'effets toxiques graves après 10 jours consécutifs d'administration de la 
substance chimique, jusqu'à une dose maximale de 1 000 mg/kg/j, comme il 
est indiqué dans les paragraphes 35 et 36. À cet égard, le document d'orien
tation de l'OCDE (17) qui définit les signes cliniques indicateurs de toxicité 
ou de détresse des animaux peut être utilisé. Lorsque cela est possible dans 
le cadre de cette étude préliminaire de détermination des doses, après 10 
jours d'administration, les tissus cibles peuvent être excisés et pesés environ 
24 heures après administration de la dernière dose. Ces données peuvent 
ensuite contribuer à la sélection des doses dans l'étude principale. 

Substances chimiques de référence et véhicule 

38. L'agoniste d'androgènes de référence est le propionate de testostérone (TP), 
n o CAS 57-82-5. La dose de TP de référence peut être égale à 0,2 mg/kg de 
poids corporel/j ou bien à 0,4 mg/kg de poids corporel/j. L'antagoniste 
d'androgènes de référence est le flutamide (FT), n o CAS 1311-84-7. La 
dose de FT de référence est égale à 3 mg/kg de poids corporel/j et le FT 
est coadministré avec la dose de TP de référence. 

39. Il est recommandé d'envisager d'utiliser, dans la mesure du possible, une 
solution ou une suspension aqueuse pour commencer. Toutefois, de 
nombreux ligands d'androgènes ou leurs précurseurs métaboliques sont 
plutôt hydrophobes, c'est pourquoi on utilise le plus souvent une solution 
ou une suspension dans l'huile (par exemple huile de maïs, d'arachide, de 
sésame ou d'olive). Les substances d'essai peuvent être dissoutes dans une 
quantité minimale d'éthanol à 95 % ou d'autres solvants appropriés, puis 
diluées dans le véhicule de l'essai aux concentrations finales de l'étude. Les 
caractéristiques toxiques du solvant sont connues et évaluées sur un groupe 
témoin séparé traité uniquement avec le solvant. Si la substance d'essai est 
considérée comme stable, on peut légèrement chauffer le mélange et le 
soumettre à une action mécanique vigoureuse pour faciliter sa dissolution. 
La stabilité de la substance d'essai dans le véhicule est déterminée. Si la 
substance d'essai est stable pendant toute la durée de l'étude, une fraction 
aliquote initiale de la substance d'essai peut être préparée, puis les dilutions 
spécifiées sont réalisées quotidiennement en prenant soin d'éviter la conta
mination et la détérioration des échantillons. 

Administration des doses 

40. Le TP est administré par injection sous-cutanée, et le FT par gavage oral. 

41. La substance d'essai est administrée par gavage oral ou injection 
sous-cutanée. Il faut tenir compte du bien-être des animaux et des propriétés 
physico-chimiques de la substance d'essai lors du choix de la voie d'admi
nistration. De surcroît, il convient de considérer les aspects toxicologiques 
comme l'adéquation à la voie d'exposition de l'homme à la substance 
chimique (gavage oral pour représenter une exposition par ingestion, injec
tion sous-cutanée pour une exposition par inhalation ou adsorption cutanée), 
les informations toxicologiques existantes et les données sur le métabolisme 
et la cinétique (par exemple la nécessité d'éviter le métabolisme de premier 
passage, meilleure efficacité d'une des voies d'administration), avant de 
mettre en "uvre un essai approfondi à long terme lorsque des résultats 
positifs sont obtenus par injection. 

42. Il faut administrer les doses aux animaux de la même manière et avec la 
même séquence temporelle pendant 10 jours consécutifs à des intervalles 
d'environ 24 heures. Le niveau de dose est ajusté tous les jours en se 
fondant sur les mesures quotidiennes simultanées de poids corporel. Le 
volume de dose et le moment auquel elle est administrée sont notés 
chaque jour d'exposition. Il importe de veiller à ne pas dépasser la dose 
maximale mentionnée au paragraphe 35 pour pouvoir interpréter avec profit 
les données. La réduction du poids corporel, les signes cliniques et les 
autres données observées devront être soigneusement évalués dans cette 
perspective. Dans le cas d'un gavage oral, il faut utiliser une sonde gastrique 
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ou une canule d'intubation appropriée. Le volume maximal de liquide 
pouvant être administré en une fois dépend de la taille de l'animal expéri
mental. Les directives locales de soins aux animaux sont observées, mais le 
volume n'excède pas 5 ml/kg de poids corporel, sauf dans le cas de solu
tions aqueuses où l'on pourra utiliser 10 ml/kg de poids corporel. Dans le 
cas d'injections sous-cutanées, les doses sont injectées dans la région 
dorso-scapulaire ou lombaire à l'aide d'une aiguille stérile (de calibre 23 
ou 25) et d'une seringue de tuberculination. Le rasage du site d'injection est 
facultatif. Toute perte ou fuite au site de l'injection ou toute administration 
incomplète sont consignées. Le volume total injecté par rat par jour ne 
dépasse pas 0,5 ml/kg de poids corporel. 

Mode opératoire spécifique pour les agonistes d'androgènes 

43. Dans les essais d'agonistes d'androgènes, le véhicule est le témoin négatif et 
le groupe traité par TP est le témoin positif. L'activité biologique corres
pondant aux agonistes d'androgènes est testée par administration d'une subs
tance d'essai à des groupes de traitement aux doses choisies pendant 10 
jours consécutifs. Les poids des cinq tissus sexuels accessoires des groupes 
recevant la substance d'essai sont comparés à ceux du groupe recevant le 
véhicule afin de déterminer des augmentations pondérales statistiquement 
significatives. 

Modes opératoires spécifiques pour les antagonistes d'androgènes et les 
inhibiteurs de 5 -réductase 

44. En ce qui concerne les essais d'antagonistes d'androgènes et d'inhibiteurs de 
5 -réductase, le groupe traité par TP joue le rôle de témoin négatif et le 
groupe recevant des doses de référence de TP et de FT coadministrées celui 
de témoin positif. L'activité biologique correspondant aux antagonistes d'an
drogènes et aux inhibiteurs de 5 -réductase est analysée par administration 
d'une dose de référence de TP et administration de la substance d'essai 
pendant 10 jours consécutifs. Les poids des cinq tissus sexuels accessoires 
des groupes recevant du TP plus la substance d'essai sont comparés à ceux 
du groupe ne recevant que TP de référence afin de déterminer des diminu
tions des poids statistiquement significatives. 

OBSERVATIONS 

Observations cliniques 

45. Des observations cliniques générales sont effectuées au moins une fois par 
jour et plus fréquemment si des signes de toxicité sont constatés. Il faut les 
conduire de préférence chaque jour à la (aux) mêmes(s) heure(s) et en 
tenant compte des prévisions des maxima d'effets après l'administration 
des doses. La mortalité, la morbidité et les signes cliniques généraux tels 
que les changements de comportement, les modifications de la peau, du 
pelage, des yeux et des muqueuses, l'apparition de sécrétions et d'excrétions 
et les activités végétatives (larmoiement, piloérection, taille des pupilles, 
respiration inhabituelle, par exemple) sont détectées sur tous les animaux. 

46. Tous les animaux décédés sont retirés et éliminés sans autre analyse de 
résultat. La mortalité des animaux avant l'autopsie de quelque nature que ce 
soit est incluse dans le dossier de l'étude ainsi que toutes les raisons appa
rentes de mortalité. Tous les animaux moribonds sont humainement sacri
fiés. Tous les animaux moribonds et sacrifiés par la suite sont inclus dans le 
dossier de l'étude avec les causes apparentes de morbidité. 
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Poids corporel et consommation alimentaire 

47. Tous les animaux sont pesés quotidiennement à 0,1 g près, en commençant 
juste avant le début du traitement c'est-à-dire au moment de la répartition 
des animaux dans les groupes. La quantité de nourriture consommée durant 
la période de traitement peut éventuellement être mesurée cage par cage en 
pesant les distributeurs d'aliments. Ces données sur la consommation 
alimentaire sont exprimées en grammes par rat par jour. 

Dissection et mesure des poids des tissus et des organes 

48. Environ 24 heures après la dernière administration de la substance d'essai, 
les rats sont sacrifiés et exsanguinés conformément aux protocoles habituels 
du laboratoire réalisant l'étude, puis l'autopsie est effectuée. La méthode 
humaine de sacrifice est consignée dans le rapport du laboratoire. 

49. Dans l'idéal, l'ordre dans lequel les groupes d'animaux sont autopsiés est 
aléatoire et ne suit pas l'ordre de croissance ou de décroissance des doses, 
ce qui pourrait affecter les données. Toutes les observations effectuées lors 
de l'autopsie, notamment les modifications pathologiques et les lésions visi
bles sont notées et consignées. 

50. Les cinq tissus dépendant des androgènes (PV, VS, EABC, COW, G) font 
l'objet de mesures. Ces tissus sont excisés, soigneusement débarrassés des 
tissus et des graisses adhérents en excès, et leurs poids frais (non fixé) est 
déterminé. Chaque tissu est manipulé avec un soin particulier afin d'éviter la 
perte de fluide et la dessiccation, susceptibles d'introduire des erreurs signi
ficatives et une variabilité par réduction des poids consignés. Certains tissus 
peuvent être très petits ou difficiles à disséquer, ce qui est source de varia
bilité. Par conséquent, il est important que les modes opératoires de dissec
tion standard utilisés pour les tissus sexuels accessoires soient bien maîtrisés 
par les personnes chargées de cette tâche. Un manuel de modes opératoires 
normalisés pour la dissection est disponible auprès de l'OCDE (21). Une 
formation poussée basée sur le guide de modes opératoires normalisés 
limitera une source de variation potentielle dans l'étude. Dans l'idéal, le 
même prosecteur sera chargé de la dissection d'un tissu donné afin d'éli
miner les différences de traitement des tissus propres aux individus. Si cette 
approche s'avère impossible, le programme d'autopsie est conçu de façon 
que chaque prosecteur dissèque un tissu donné de tous les groupes de 
traitement, et non pas tous les tissus d'un groupe témoin, tandis qu'un 
autre est responsable des groupes traités. Chaque tissu sexuel accessoire 
est pesé sans essuyage préalable à 0,1 mg près, et les poids sont notés 
pour chaque animal. 

51. Certains tissus sont très petits ou difficiles à disséquer, ce qui est source de 
variabilité. Des études précédentes ont indiqué un intervalle de coefficients 
de variation (CV) qui se révèle différent selon les compétences du labora
toire. Dans quelques cas, de grandes différences entre les poids absolus de 
tissus tels que la PV et les COW ont été observées au sein d'un laboratoire 
particulier. 

52. Les mesures de poids du foie, de la paire de reins et de la paire de glandes 
surrénales sont facultatives. Ces tissus sont également débarrassés de tous 
les fascias et graisses adhérents. Le foie est pesé et la mesure consignée à 
0,1 g près et la paire de reins et la paire de glandes surrénales sont pesées et 
les mesures consignées à 0,1 mg près. Le foie, le rein et les glandes 
surrénales ne sont pas influencés uniquement par les androgènes; ils four
nissent également des indices utiles sur la toxicité systémique. 
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53. La mesure des teneurs sériques en hormone lutéinisante (LH), en hormone 
folliculo-stimulante (FSH) et en testostérone (T) est facultative. Les teneurs 
sériques en testostérone sont utiles pour déterminer si la substance de l'essai 
induit un métabolisme hépatique de la testostérone, susceptible de réduire 
les teneurs sériques. Si l'on ne dispose pas des données concernant la 
testostérone, cet effet pourrait paraître imputable à un mécanisme antiandro
génique. Les teneurs en LH livrent des informations sur la capacité d'un 
antiandrogène à réduire les poids des organes, mais également sur son 
aptitude à affecter la fonction hypothalamique-pituitaire, qui, dans les 
études à long terme, peut induire des tumeurs des testicules. La FSH est 
une hormone importante pour la spermatogénèse. La mesure des teneurs 
sériques en T4 et T3 est également facultative et peut fournir des informa
tions additionnelles utiles sur la capacité à rompre l'homéostase de l'hor
mone thyroïdienne. En vue d'obtenir des mesures des teneurs en hormones, 
il faut anesthésier les rats avant l'autopsie et prélever du sang par ponction 
cardiaque, le procédé d'anesthésie étant choisi avec soin afin qu'il n'affecte 
pas la mesure des hormones. La méthode de préparation du sérum, la source 
des kits d'essai radio-immunologique ou d'autres techniques de mesure, les 
protocoles analytiques et les résultats sont consignés. Les teneurs en LH 
ainsi que les teneurs en testostérone sont notées en ng/ml de sérum. 

54. La description de la dissection des tissus est basée sur un guide de dissec
tion détaillé qui contient des photographies et est publié sous forme de 
supplément intégré au programme de validation (21). La page web de la 
Food and Drug Administration coréenne propose également une vidéo 
présentant la dissection (22). 

! La surface ventrale de l'animal tournée vers le haut, déterminer si le 
prépuce du pénis s'est séparé du gland. Si c'est le cas, rétracter le 
prépuce et retirer le gland, le peser (à 0,1 mg près), et noter le poids. 

! Ouvrir la peau et la paroi abdominales, en exposant les viscères. S'il faut 
peser les organes facultatifs, prélever et peser le foie à 0,1 g près, 
prélever l'estomac et les intestins, prélever et peser à 0,1 mg près la 
paire de reins et la paire de glandes surrénales. Cette dissection expose 
la vessie et initie la dissection des tissus accessoires mâles cibles. 

! Afin de disséquer la PV, séparer la vessie de la couche musculaire 
ventrale en découpant le tissu conjonctif le long de la ligne médiane. 
Déplacer la vessie dans la direction antérieure vers les vésicules 
séminales (VS), en découvrant les lobes gauche et droit de la prostate 
ventrale (recouverts d'une couche de graisse). Gratter soigneusement la 
graisse des lobes droit et gauche de la PV. Écarter doucement le lobe 
droit de la PV de l'urètre et disséquer le lobe de l'urètre. Tout en 
maintenant toujours le lobe droit de la PV, écarter doucement le lobe 
gauche de la PV de l'urètre puis le disséquer; peser à 0,1 mg près et 
noter le poids. 

! Afin de disséquer la vésicule séminale plus les glandes 
coagulantes (VSGC), déplacer la vessie en direction caudale, exposer 
le canal déférent et les lobes droit et gauche des VSGC. Empêcher la 
fuite du fluide par clampage d'une pince hémostatique à la base des 
VSGC, au point où le canal déférent rejoint l'urètre. Disséquer soigneu
sement les VSGC, en maintenant la pince hémostatique en place, retirer 
la graisse et les annexes, les placer dans une coupelle de pesée tarée, 
retirer la pince hémostatique et peser à 0,1 mg près, puis noter le poids. 
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! Afin de disséquer les muscles élévateurs de l'anus et 
bulbo-caverneux (EABC), les muscles et la base du pénis sont exposés. 
Les muscles EA enveloppent le colon, tandis que les muscles EA anté
rieur et BC sont attachés aux bulbes péniens. La peau et les annexes de 
la région périanale qui s'étendent de la base du pénis jusqu'à l'extrémité 
antérieure de l'anus sont retirés. Les muscles BC sont progressivement 
disséqués du bulbe pénien et des tissus. Le colon est coupé en deux, et 
la totalité de l'EABC peut être disséquée et retirée. L'EABC est débar
rassé des graisses et des annexes, pesé à 0,1 mg près, puis le poids est 
noté. 

! Après retrait de l'EABC, les glandes de Cowper ou 
bulbo-urétrales (COW) rondes sont visibles à la base des bulbes 
péniens et en position légèrement dorsale. Il est nécessaire de procéder 
à une dissection soigneuse pour éviter de couper la capsule mince et 
empêcher toute fuite de fluide. Peser la paire de COW à 0,1 mg près et 
noter le poids. 

! En outre, lorsque du fluide s'échappe d'une glande quelle qu'elle soit au 
cours de l'autopsie et de la dissection, cette perte est consignée. 

55. Si l'évaluation de chaque substance chimique nécessite d'autopsier davan
tage d'animaux qu'il n'est raisonnable en un seul jour, le début de l'étude est 
échelonné sur 2 jours consécutifs, ce qui permettra d'échelonner l'autopsie et 
les tâches afférentes sur 2 jours. Dans ce type de répartition, il convient 
d'utiliser la moitié des animaux d'un groupe de traitement par jour. 

56. Les carcasses sont éliminées d'une manière appropriée après l'autopsie 

RAPPORT 

Données 

57. Les données sont consignées individuellement (à savoir poids corporel, 
poids des tissus sexuels accessoires, mesures facultatives et autres réponses 
et observations) et pour chaque groupe d'animaux (les moyennes et écarts 
types de toutes les mesures sont relevés). Les résultats sont résumés sous 
forme de tableaux faisant apparaître le nombre d'animaux au début de 
l'essai, le nombre d'animaux trouvés morts au cours de l'essai ou présentant 
des signes de toxicité, et une description de ces signes, notamment le 
moment de leur apparition, leur durée et leur gravité. 

58. Le rapport final contient les informations suivantes: 

Établissement réalisant l'essai 

! Nom de l'établissement, adresse 

! Directeur de l'étude et autres membres du personnel ainsi que leur 
responsabilité dans l'étude 

! Dates de début et de fin de l'étude, c'est-à-dire premier jour d'adminis
tration de la substance d'essai et dernier jour de l'autopsie, respective
ment 

Substance d'essai 

! Source, numéro de lot, identité, pureté, adresse complète du fournisseur 
et caractérisation de la ou des substances d'essai 

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

! Conditions de stockage et méthode et fréquence de préparation de la 
dilution 

! Données obtenues sur la stabilité, quelles qu'elles soient 

! Analyses des solutions/suspensions administrées, quelles qu'elles soient 
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Véhicule 

! Caractérisation du véhicule (identité, fournisseur et numéro de lot) 

! Justification du choix du véhicule (s'il ne s'agit pas d'eau) 

Animaux expérimentaux et protocoles d'élevage des animaux 

! Espèce/souche utilisée et justification du choix 

! Source ou fournisseur des animaux, comprenant l'adresse complète 

! Nombre et âge des animaux fournis 

! Conditions d'hébergement (température, éclairage, etc.) 

! Régime alimentaire (nom, type, fournisseur, numéro de lot, contenu et si 
elles sont connues, teneurs en phyt"strogènes) 

! Litière (nom, type, fournisseur, contenu) 

! Conditions de logement en cage et nombre d'animaux par cage 

Conditions de l'essai 

! Âge à la castration et durée de l'acclimatation après castration 

! Poids de chaque animal au début de l'étude (à 0,1 g près) 

! Procédé de randomisation et répartition dans les groupes de véhicule, de 
référence, de substance d'essai, et dans les cages 

! Moyenne et écart type des poids corporels dans chaque groupe chaque 
jour de pesée pendant toute l'étude 

! Justification du choix des doses 

! Voie d'administration de la substance d'essai et justification du choix de 
la voie d'exposition 

! S'il s'agit d'un essai pour déterminer l'antiandrogénicité, traitement par 
TP (dose et volume) 

! Traitement par la substance d'essai (dose et volume) 

! Moment d'administration 

! Modes opératoires d'autopsie, notamment moyens d'exsanguination et 
toutes les anesthésies 

! Dans le cas d'analyses du sérum, les détails de la méthode sont consi
gnés. Par exemple, si l'on utilise un RIA, le mode opératoire de RIA, la 
source des kits de RIA, les dates d'expiration des kits, le mode opéra
toire de comptage par scintillation et l'étalonnage sont consignés. 

Résultats 

! Observations quotidiennes de chaque animal pendant l'administration de 
la dose, notamment: 

! Poids corporels (à 0,1 g près) 

! Signes cliniques (le cas échéant) 

! Mesures ou notes sur la consommation d'aliments 

! Observations à l'autopsie de chaque animal, notamment: 
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! Date de l'autopsie 

! Groupe de traitement de l'animal 

! ID de l'animal 

! Prosecteur 

! Moments de la journée auxquels sont réalisées l'autopsie et la dissection 

! Âge de l'animal 

! Poids corporel final à l'autopsie, en notant toute augmentation ou dimi
nution statistiquement significative 

! Ordre d'exsanguination et de dissection des animaux à l'autopsie 

! Poids des cinq tissus cibles dépendant des androgènes: 

! Prostate ventrale (à 0,1 mg près) 

! Vésicules séminales plus glandes coagulantes, y compris les fluides (par 
paires à 0,1 mg près) 

! Complexe des muscles élévateurs de l'anus et bulbo-caverneux (à 0,1 
mg près) 

! Glandes de Cowper (poids frais, par paires, à 0,1 mg près) 

! Gland (poids frais à 0,1 mg près) 

! Poids des tissus facultatifs, s'ils ont été mesurés: 

! Foie (à 0,1 mg près) 

! Reins (par paires à 0,1 mg près) 

! Glandes surrénales (par paires à 0,1 mg près) 

! Remarques générales et commentaires 

! Analyse des hormones sériques, le cas échéant 

! LH sérique (facultatif ! ng/ml de sérum) et 

! T sérique (facultatif ! ng/ml de sérum) 

! Remarques générales et commentaires 

Résumé des données 

Les données sont résumées sous forme de tableaux contenant la taille de 
l'échantillon pour chaque groupe, la moyenne de la valeur, et l'erreur type 
de la moyenne ou l'écart type. Les tableaux comprennent les poids corporels 
à l'autopsie, les variations du poids corporel entre le début de l'adminis
tration de la substance et l'autopsie, les poids des tissus sexuels accessoires 
cibles et tous les poids d'organes facultatifs. 

Discussion des résultats 

Analyse des résultats 

59. Les poids du corps et des organes à l'autopsie font l'objet d'une analyse 
statistique afin de déterminer des paramètres tels que l'homogénéité de la 
variance, à l'aide de transformations appropriées des données, selon les 
besoins. Les groupes de traitement sont comparés à un groupe témoin en 
utilisant des techniques telles que le test ANOVA, suivi de comparaisons 
par paires (par exemple test unilatéral de Dunnett) et les critères de diffé
rence statistique, par exemple p  0,05. Les groupes présentant une signi
fication statistique sont identifiés. Néanmoins, il faut éviter les poids d'or
gane relatifs, car les hypothèses statistiques qui fondent cette manipulation 
de données sont invalides. 
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60. En ce qui concerne l'agonisme des androgènes, le témoin est constitué du 
groupe d'essai recevant seulement le véhicule. Les caractéristiques du mode 
d'action d'une substance d'essai peuvent provoquer des réponses relatives 
différentes selon les tissus, par exemple, la trenbolone, qui ne peut être 
réduite en position 5 , exerce des effets plus prononcés sur l'EABC et le 
G que le TP. Une augmentation statistiquement significative (p  0,05) de 
deux des cinq poids de tissus dépendant des androgènes cibles ou plus (VP, 
EABC, G, GC et VSGC) peut être considérée comme un résultat positif 
d'agoniste d'androgènes, et tous les tissus cibles doivent alors présenter 
un degré quelconque d'augmentation de croissance. L'évaluation combinée 
de toutes les réponses de tissus d'organes sexuels annexes peut être réalisée 
au moyen d'une analyse de données multivariées appropriée. L'analyse peut 
ainsi être affinée, en particulier dans les cas où un seul tissu donne une 
réponse statistiquement significative. 

61. Pour étudier l'antagonisme des androgènes, le témoin est constitué du 
groupe d'essai avec l'androgène de référence (propionate de testostérone 
seulement). Les caractéristiques du mode d'action d'une substance d'essai 
peuvent aboutir à des réponses relatives différentes entre les tissus, par 
exemple les inhibiteurs de 5 -réductase, comme le finastéride, exercent 
des effets plus prononcés sur la prostate ventrale que sur d'autres tissus 
par rapport à des antagonistes de RA puissants, comme le flutamide. Une 
réduction statistiquement significative (p  0,05) de deux des cinq poids de 
tissus dépendant des androgènes cibles ou plus (VP, EABC, G, GC et V 
SGC) par rapport au traitement par TP seul peut être considérée comme un 
résultat positif d'antagoniste d'androgènes, et tous les tissus cibles doivent 
alors présenter une réduction de croissance à un degré quelconque. L'éva
luation combinée de toutes les réponses de tissus d'organes sexuels annexes 
peut être réalisée au moyen d'une analyse de données multivariées appro
priée. L'analyse peut ainsi être affinée, en particulier dans les cas où un seul 
tissu donne une réponse statistiquement significative. 

62. Les données seront résumées sous forme de tableaux contenant la moyenne, 
l'erreur type de la moyenne (l'écart type est également acceptable) et la taille 
d'échantillon pour chaque groupe. Des tableaux de données individuelles 
devront également être inclus. Les valeurs individuelles, la moyenne, l'er
reur type (écart type) et les valeurs de CV des résultats du témoin devront 
être examinées afin de déterminer si elles respectent les critères acceptables 
de cohérence avec les valeurs historiques attendues. Si les CV sont supé
rieures aux valeurs de CV indiquées dans le tableau 1 (voir paragraphe 25 
et 26), il faudra déterminer, pour chaque poids d'organe, si des erreurs 
entachent l'enregistrement ou l'entrée des données ou si le laboratoire ne 
maîtrise pas encore la dissection soignée des tissus dépendant des andro
gènes et si un complément de formation ou de pratique serait justifié. 
Habituellement, les CV (écart type divisé par poids moyen de l'organe) 
sont reproductibles d'un laboratoire à l'autre et d'une étude à l'autre. Les 
données présentées incluent au moins les poids de prostate ventrale, de 
vésicule séminale, de muscles élévateurs de l'anus et bulbo-caverneux, 
des glandes de Cowper, du gland, du foie et les poids corporels ainsi que 
la variation de poids corporel entre le début de l'administration des doses et 
l'autopsie. Les données peuvent également être présentées après ajustement 
de covariance du poids corporel, mais sans omettre la présentation des 
données non ajustées. De surcroît, s'il n'y a pas séparation préputiale dans 
l'un quelconque des groupes, l'incidence de la séparation est notée et statis
tiquement comparée au groupe témoin en utilisant un test exact de Fisher. 
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63. Lors de la vérification des entrées des résultats dans l'ordinateur par compa
raison aux fiches de résultats originelles afin d'en déterminer la précision, 
les valeurs de poids d'organes qui ne sont pas biologiquement plausibles ou 
varient de plus de trois écarts types par rapport à celles du groupe de 
traitement sont minutieusement examinées, et il faudra peut-être les 
rejeter comme étant vraisemblablement des erreurs de relevés. 

64. La comparaison des résultats de l'étude avec les valeurs de CV de l'OCDE 
(dans le tableau 1) représente souvent une étape importante de l'interpréta
tion en termes de validité des résultats de l'étude. Les données historiques 
concernant les groupes témoins qui ont reçu le véhicule sont conservées au 
laboratoire. Les données historiques concernant les réponses à des subs
tances de référence positives, telles que TP et FT, sont également conser
vées au laboratoire. Les laboratoires peuvent de surcroît tester périodique
ment la réponse à des agonistes et à des antagonistes d'androgènes faibles 
connus et conserver ces résultats. Ces données peuvent être comparées aux 
données dont dispose l'OCDE pour s'assurer que les méthodes du labora
toire présentent une précision statistique et une puissance statistique 
suffisantes. 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 854



 

Appendice 1 

DÉFINITIONS 

Androgénique: terme utilisé pour décrire une influence positive sur la croissance 
des tissus dépendant des androgènes. 

Antiandrogénique: capacité d'une substance chimique à supprimer l'action de TP 
dans un organisme de mammifère. 

Date de naissance: jour 0 après la naissance. 

Dose: quantité de substance d'essai administrée. Dans le bioessai de Hershberger, 
la dose est exprimée en poids de substance d'essai par unité de poids corporel de 
l'animal expérimental par jour (mg/kg de poids corporel/jour). 

Posologie: terme général recouvrant la dose, la fréquence d'administration et la 
durée d'administration. 

Moribond: terme utilisé pour décrire un animal en train de mourir, c'est-à-dire 
proche de la mort. 

Jour postnatal X: Xe jour de vie après le jour de la naissance. 

Sensibilité: capacité d'une méthode d'essai à identifier correctement des subs
tances chimiques dont la propriété est testée. 

Spécificité: capacité d'une méthode d'essai à identifier correctement des subs
tances chimiques qui n'ont pas la propriété testée. 

Substance chimique: une substance ou un mélange. 

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

Validation: procédé scientifique destiné à caractériser les conditions et les limites 
opératoires d'une méthode d'essai et à démontrer sa fiabilité et sa pertinence dans 
un objectif particulier. 
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NOTES SE RAPPORTANT AU CADRE CONCEPTUEL 

Note 1: Il est possible d'entrer dans le cadre et d'en sortir à tous les niveaux, 
suivant la nature des informations nécessaires à des fins d'évaluation 
des dangers et des risques. 

Note 2: Le niveau 5 relatif à l'écotoxicologie devrait inclure des indicateurs 
mettant en évidence le mode d'action des effets néfastes et d'éven
tuels dégâts au niveau des populations. 

Note 3: S'il existe un modèle multimodal couvrant plusieurs des essais four
nissant des données sur un seul indicateur, ce modèle remplace ces 
essais. 

Note 4: L'évaluation de chaque substance chimique est à effectuer au cas par 
cas, à la lumière de toutes les informations disponibles et compte 
tenu de la fonction des niveaux du cadre. 

Note 5: La version actuelle du cadre ne doit pas être considérée comme 
exhaustive. Aux niveaux 3, 4 et 5, elle inclut des essais déjà dispo
nibles ou en cours de validation. Ces derniers sont provisoirement 
inclus; ils seront confirmés une fois mis au point et validés. 

Note 6: La portée des essais du niveau 5 n'est pas strictement limitée. Les 
essais incorporés à ce niveau servent à l'évaluation des dangers et 
des risques. 
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B.56 ÉTUDE ETENDUE DE TOXICITE POUR LA REPRODUCTION 
SUR UNE GENERATION 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice pour les 
essais de produits chimiques n o 443 (2012) de l'OCDE. Elle s'appuie sur un 
projet d'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération 
F1 réalisée au cours des différents stades de la vie, proposé par le comité 
technique ACSA (Agricultural Chemical Safety Assessment) du Health and 
Environmental Sciences Institute (HESI) de l'ILSI (Institut international Life 
Science Institute), tel que publié dans Cooper e.a., 2006 (1). Plusieurs 
améliorations et clarifications ont été apportées à la méthodologie de 
l'étude afin de la rendre adaptable et de mettre en valeur l'importance de 
s'appuyer sur les connaissances existantes, tout en mettant à profit les 
observations en cours d'étude pour orienter et développer l'essai. La 
présente méthode d'essai fournit une description détaillée du mode opéra
toire de l'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération. 
Elle décrit trois cohortes d'animaux de génération F1: 

cohorte 1: évaluation des effets observés sur la reproduction/le développe
ment; cette cohorte peut ensuite être étendue à des animaux de génération 
F2, 

cohorte 2: évaluation de l'impact potentiel de l'exposition aux produits 
chimiques sur le développement du système nerveux, 

cohorte 3: évaluation de l'impact potentiel de l'exposition aux produits 
chimiques sur le développement du système immunitaire. 

2. Il convient que les décisions d'étendre l'évaluation à une deuxième généra
tion et d'exclure les cohortes servant à déterminer la neurotoxicité pour le 
développement et/ou l'immunotoxicité pour le développement soient prises 
sur la base des connaissances existantes concernant la substance d'essai, 
ainsi que des impératifs fixés par différentes autorités réglementaires. La 
présente méthode d'essai vise à détailler la manière dont l'étude peut être 
menée et dont il convient d'évaluer les diverses cohortes. 

3. La procédure étayant la décision de déclencher en cours d'étude la produc
tion d'une seconde génération est décrite dans le document d'orientation 
n o 117 de l'OCDE (39) à l'intention des autorités réglementaires recourant 
aux déclencheurs internes. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET OBJECTIFS 

4. L'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération vise 
principalement à évaluer les étapes de la vie non couvertes par les autres 
types d'études de toxicité et à examiner les effets potentiels d'une exposition 
pré- et postnatale aux produits chimiques. Pour mesurer les effets sur la 
reproduction, on songera d'abord à utiliser, s'ils sont disponibles, les résul
tats d'études à doses répétées [notamment études de dépistage de la toxicité 
pour la reproduction, comme la ligne directrice 422 de l'OCDE (32)], ou 
d'essais de dépistage à court terme des perturbateurs endocriniens, [par 
exemple bioessai utérotrophique ! méthode d'essai B.54 (36); bioessai 
de Hershberger, méthode d'essai B.55 (37)] pour mettre en évidence un 
impact sur les organes reproducteurs mâles et femelles. Ces résultats porte
ront par exemple sur la spermatogenèse (examen histopathologique des 
testicules) chez les mâles et sur les cycles "straux, la numération des 
follicules/maturation des ovocytes et l'intégrité des ovaires (examen histo
pathologique) chez les femelles. L'étude étendue de toxicité pour la repro
duction sur une génération permet donc d'examiner les effets sur la repro
duction à partir d'interactions entre mâles et femelles, entre femelles et 
conceptus, et entre femelles et descendants et sur la génération F1 après 
la maturité sexuelle [voir document d'orientation n o 151 en appui à la 
présente méthode d'essai (40)]. 
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5. La présente méthode d'essai est élaborée en vue de permettre l'évaluation 
des effets pré- et postnataux de produits chimiques sur le développement, 
ainsi que l'examen exhaustif de la toxicité systémique chez les femelles 
gravides et allaitantes et chez la descendance (petits et adultes). L'examen 
détaillé des principaux effets sur le développement, comme la viabilité de la 
descendance, la santé des nouveau-nés, le niveau de développement à la 
naissance et le développement physique et fonctionnel jusqu'à l'âge adulte, 
doit permettre de repérer les organes cibles spécifiques chez les descen
dants. En outre, l'étude fournira et/ou confirmera des informations quant aux 
effets de la substance d'essai sur l'intégrité et le fonctionnement des appa
reils reproducteurs mâles et femelles chez l'adulte. On tiendra notamment 
compte des paramètres suivants, sans s'y limiter: fonction gonadique, cycle 
"stral, maturation des spermatozoïdes dans l'épididyme, comportement d'ac
couplement, conception, gestation, mise bas et lactation. Par ailleurs, les 
résultats de l'évaluation de la neurotoxicité pour le développement et de 
l'immunotoxicité pour le développement caractériseront les effets potentiels 
sur ces systèmes. Les données découlant de ces essais devront permettre de 
déterminer les concentrations sans effet nocif observé (CSENO), les concen
trations minimales avec effet nocif observé (CMENO) et/ou les doses de 
référence pour les divers effets évalués, et/ou servir à caractériser les effets 
repérés dans des études à doses répétées antérieures et/ou à orienter les 
essais ultérieurs. 

6. Le protocole est représenté schématiquement à la figure 1. La substance 
d'essai est administrée en continu à plusieurs groupes de mâles et femelles 
sexuellement matures, à différentes doses échelonnées suivant une grada
tion. Cette génération parentale (P) reçoit la substance pendant un temps 
défini avant l'accouplement (période fixée d'après les informations disponi
bles sur la substance d'essai, mais ne pouvant pas être inférieure à 2 
semaines) puis pendant une période d'accouplement de 2 semaines. Les 
mâles P sont ensuite traités au moins jusqu'au sevrage de la génération 
F1. Leur traitement dure au minimum 10 semaines et peut être prolongé 
s'il y a lieu de clarifier les effets sur la reproduction. Le traitement des 
femelles P se poursuit pendant la gestation et l'allaitement jusqu'au sacrifice, 
après le sevrage de leurs portées (soit 8 à 10 semaines de traitement). La 
descendance F1 reçoit encore la substance d'essai du sevrage jusqu'à l'âge 
adulte. En cas d'évaluation d'une seconde génération [voir document 
d'orientation n o 117 de l'OCDE (39)], la descendance F1 continue de rece
voir le traitement jusqu'au sevrage des petits F2, ou jusqu'à la fin de l'étude. 

7. Tous les animaux subissent un examen clinique et pathologique destiné à 
mettre en évidence des signes de toxicité; cet examen s'attache particuliè
rement à l'intégrité et au fonctionnement des appareils reproducteurs mâles 
et femelles ainsi qu'à la santé, la croissance, le développement et la fonction 
reproductrice de la descendance. Au moment du sevrage, les descendants 
sélectionnés sont affectés à divers sous-groupes (cohortes 1 à 3, voir para
graphes 33 et 34 et figure 1) afin de faire l'objet d'évaluations supplémen
taires, portant notamment sur la maturation sexuelle, l'intégrité et le fonc
tionnement des organes reproducteurs, les effets neurologiques et compor
tementaux, et les fonctions immunitaires. 

8. Lors de la réalisation de l'étude, il est recommandé de suivre les principes et 
considérations énoncés dans le document d'orientation n o 19 de l'OCDE sur 
la reconnaissance, l'évaluation et l'utilisation des signes cliniques en tant 
qu'effets mesurés éthiquement acceptables dans les expérimentations 
animales menées à des fins d'évaluation de la sécurité (34). 
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9. Quand un nombre suffisant d'études aura été conduit afin d'analyser l'impact 
de cette nouvelle méthode d'essai, celle-ci sera examinée et, si nécessaire, 
révisée à la lumière de l'expérience acquise. 

Figure 1 

Protocole de l'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE/PRÉPARATIONS POUR L'ESSAI 

Animaux 

Choix des espèces et des souches 

10. L'espèce utilisée pour l'étude de toxicité pour la reproduction est choisie 
avec soin en fonction de l'ensemble des données disponibles. Cependant, en 
raison de l'abondance des données existantes et de la comparabilité par 
rapport aux essais de toxicité générale, le choix se porte généralement sur 
le rat et les critères et recommandations présentés dans la présente méthode 
d'essai se rapportent à cette espèce. Si l'on utilise une autre espèce, il faut le 
justifier et adapter le protocole en conséquence. Les souches présentant un 
faible taux de fécondité ou une fréquence élevée d'anomalies du dévelop
pement sont à éviter. 

Âge, poids corporel et critères d'inclusion 

11. On utilisera des animaux parents sains, n'ayant pas été soumis à des expé
riences antérieures. L'étude porte à la fois sur les mâles et les femelles, 
lesquelles sont nullipares et non gravides. Les animaux P sont sexuellement 
matures, de poids similaire (à sexe identique) au début du traitement, d'âge 
similaire (environ 90 jours) au moment de l'accouplement, et représentatifs 
de l'espèce et de la souche étudiés. Ils sont acclimatés pendant au moins 5 
jours après leur arrivée au laboratoire. Les animaux sont répartis au hasard 
entre groupes de traitement et groupes témoins, de manière que les poids 
moyens de chaque groupe soient comparables (c'est-à-dire à ± 20 % de la 
moyenne globale). 
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Conditions d'encagement et d'alimentation 

12. L'animalerie est à 22 °C (± 3 °C), avec une humidité relative située entre 30 
et 70 %, l'idéal étant qu'elle soit maintenue entre 50 et 60 %. L'éclairage est 
artificiel, alternant 12 heures de lumière et 12 heures d'obscurité. Un régime 
alimentaire classique pour animaux de laboratoire, avec eau potable à 
satiété, conviendra. On contrôlera attentivement la teneur en phyt"strogènes 
de l'alimentation, qui est susceptible, si elle est élevée, de modifier certains 
effets sur la reproduction. Les régimes alimentaires standard à formulation 
libre, dans lesquels la teneur en substances "strogéniques a été réduite, sont 
recommandés (2) (30). Le choix des aliments sera guidé par la nécessité 
d'assurer un mélange convenable de la substance d'essai, lorsque celle-ci est 
administrée dans les aliments. Il convient de vérifier la concentration, l'ho
mogénéité et la stabilité de la substance d'essai dans l'alimentation. La 
nourriture et l'eau de boisson seront analysées régulièrement pour rechercher 
des contaminants. Des échantillons de chaque lot de nourriture utilisé au 
cours de l'étude sont conservés dans des conditions appropriées (par 
exemple congelés à $ 20 °C), jusqu'à la finalisation du rapport, dans l'éven
tualité où les résultats exigeraient une analyse supplémentaire des ingré
dients consommés. 

13. Les animaux sont encagés par petits groupes d'individus de même sexe 
recevant la même dose. On envisagera un encagement individuel pour 
éviter d'éventuelles blessures (par exemple entre mâles après la période 
d'accouplement). Il convient que l'accouplement se déroule dans des 
cages propices à cette fin. Dès constatation de la copulation, les femelles 
présumées gravides sont hébergées séparément dans des cages destinées à la 
mise bas ou à la maternité, où leur sont fournis des matériaux de nidifica
tion appropriés et déterminés. Les portées sont hébergées avec leur mère 
jusqu'au sevrage. Les animaux F1 sont encagés par petits groupes d'indi
vidus de même sexe et recevant la même dose, du sevrage au sacrifice. On 
peut encager les animaux individuellement si une nécessité scientifique le 
justifie. Le type de litière choisi contient le moins possible de phyt"stro
gènes. 

Nombre et identification des animaux 

14. Normalement, chaque groupe d'essai ou groupe témoin contient un nombre 
de couples suffisant pour produire au moins 20 femelles gravides par 
groupe de dose. On cherche à obtenir suffisamment de gestations pour 
assurer une évaluation significative de l'action de la substance étudiée sur 
la fertilité, la gravidité et le comportement maternel de la génération P, ainsi 
que sur la croissance et le développement de la descendance F1, depuis la 
conception jusqu'à la maturité. Si le nombre de femelles gravides souhaité 
n'est pas atteint, l'étude n'est pas nécessairement invalidée et chaque échec 
sera analysé au cas par cas pour rechercher d'éventuels liens de cause à effet 
avec la substance d'essai. 

15. Chaque animal P se voit attribuer un numéro d'identification unique avant le 
début du traitement. Si les données historiques du laboratoire suggèrent 
qu'une part importante des femelles est susceptible de ne pas présenter 
des cycles "straux réguliers (de 4 ou 5 jours), il est conseillé d'étudier 
les cycles "straux avant d'administrer les doses. Une autre option consiste 
à agrandir les groupes de façon à garantir qu'au moins 20 femelles dans 
chaque groupe présentent des cycles "straux réguliers (4 ou 5 jours) au 
moment de commencer le traitement. Tous les descendants F1 sont identi
fiés de manière unique lors du premier examen des nouveau-nés effectué le 
jour de leur naissance (jour postnatal: JPN 0) ou un jour après (JPN 1). 
Tout au long de l'étude, on gardera la trace de la portée d'origine de tous les 
animaux de la génération F1, puis de la génération F2 si elle est produite. 
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Substance d'essai 

Informations disponibles sur la substance d'essai 

16. Il importe d'examiner les données existantes pour choisir la voie d'adminis
tration, le véhicule et l'espèce utilisée, sélectionner les doses et éventuelle
ment adapter le programme de traitement. Ainsi, il convient que la plani
fication d'une étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une géné
ration tienne compte de toutes les informations pertinentes disponibles 
concernant la substance d'essai, à savoir propriétés physico-chimiques, toxi
cocinétiques (y compris métabolisme propre à l'espèce) et toxicodyna
miques, relations structure-activité (RSA), mécanismes métaboliques in 
vitro, résultats des études de toxicité antérieures et données utiles sur les 
analogues de structure. Certaines informations préliminaires sur l'absorption, 
la distribution, le métabolisme et l'élimination (ADME), ainsi que sur la 
bioaccumulation, peuvent être déduites de la structure chimique, des 
données physico-chimiques, de la capacité de liaison aux protéines plasma
tiques ou des études toxicocinétiques; les résultats des études de toxicité 
livrent des informations supplémentaires, notamment sur la CSENO, le 
métabolisme ou l'induction du métabolisme. 

Prise en compte des données toxicocinétiques 

17. Même si elles ne sont pas obligatoires, les données toxicocinétiques tirées 
d'études antérieures préliminaires de détermination des concentrations ou 
autres études sont extrêmement utiles pour planifier l'étude, sélectionner 
les niveaux de dose et interpréter les résultats. Sont particulièrement utiles 
les données qui: 1) vérifient l'exposition à la substance d'essai (ou à ses 
métabolites importants) des f"tus et des petits en cours de développement, 
2) livrent une estimation de la dosimétrie interne et 3) évaluent la saturation 
potentielle des mécanismes cinétiques en fonction de la dose. Il convient 
aussi de prendre en compte, lorsqu'elles sont disponibles, d'autres informa
tions toxicocinétiques comme le profil des métabolites, la fonction 
concentration-temps, etc. On pourra aussi recueillir pendant l'étude princi
pale des données toxicocinétiques supplémentaires, à condition que cela 
n'interfère pas avec la détermination et l'interprétation des principaux 
effets étudiés. 

En règle générale, les données toxicocinétiques suivantes seront utiles pour 
planifier l'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération: 

! en fin de gestation (par exemple au 20e jour de gestation) ! sang de la 
mère et du f"tus, 

! au milieu de l'allaitement (JPN 10) ! sang maternel, sang du petit et/ou 
lait, 

! peu après le sevrage (par exemple JPN 28) ! échantillons sanguins des 
petits sevrés. 

La souplesse sera de mise dans la détermination des substances spécifiques 
à analyser (par exemple la substance parente et/ou ses métabolites) et du 
programme d'échantillonnage. Par exemple, le nombre et le moment des 
prélèvements d'échantillons le jour prévu dépendront des voies d'exposition 
et des connaissances existantes concernant les propriétés toxicocinétiques 
chez les animaux non gravides. Quand la substance d'essai est administrée 
dans la nourriture, il suffit de prélever les échantillons à heure fixe les jours 
concernés, tandis que pour l'administration par gavage, des prélèvements 
supplémentaires peuvent s'avérer nécessaires dans la même journée pour 
obtenir une meilleure estimation de la gamme des doses internes. Il n'est 
toutefois pas nécessaire de tracer l'intégralité de la fonction 
concentration-temps, pour quelque jour de prélèvement que ce soit. Si 
nécessaire, les prélèvements sanguins destinés aux analyses des f"tus et 
des nouveau-nés peuvent être regroupés par sexe pour une même portée. 
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Voie d'administration 

18. Il convient que le choix de la voie d'administration tienne compte de la voie 
ou des voies les plus appropriées à l'exposition humaine. Bien que le 
protocole prévoie l'administration de la substance d'essai dans la nourriture, 
il peut être modifié au profit d'une autre voie (eau de boisson, gavage, 
inhalation, voie cutanée), en fonction des caractéristiques de la substance 
chimique et des informations recherchées. 

Choix du véhicule 

19. S'il y a lieu, la substance d'essai est dissoute ou mise en suspension dans un 
véhicule approprié. On recommande, si possible, de recourir en priorité à 
une solution ou suspension aqueuse, ou à défaut à une solution ou suspen
sion huileuse (par exemple dans l'huile de maïs). Si le véhicule n'est pas 
aqueux, il convient que sa toxicité soit connue. Les véhicules susceptibles 
de présenter une toxicité intrinsèque sont à proscrire (par exemple acétone, 
DMSO). Il faut déterminer la stabilité de la substance d'essai dans le véhi
cule. Il convient en outre de tenir compte des caractéristiques suivantes 
lorsqu'un véhicule ou un autre adjuvant est utilisé pour faciliter l'adminis
tration: effets sur l'absorption, la répartition, le métabolisme ou la rétention 
de la substance d'essai; effets sur les propriétés chimiques de la substance 
d'essai susceptibles de modifier sa toxicité; effets sur la consommation de 
nourriture ou d'eau et sur l'état nutritionnel des animaux. 

Choix des doses 

20. Normalement, l'étude porte sur au moins trois niveaux de dose et un témoin 
concomitant. Pour sélectionner les niveaux de dose appropriés, l'expérimen
tateur tient compte de toutes les informations disponibles, y compris les 
données relatives au dosage des études antérieures, les résultats toxicociné
tiques concernant les animaux gravides ou non gravides, l'importance du 
transfert dans le lait, et les estimations de l'exposition humaine. Si les 
données toxicocinétiques disponibles indiquent une saturation des méca
nismes toxicocinétiques en fonction de la dose, on s'efforcera d'éviter les 
doses élevées induisant clairement une saturation, à condition, bien entendu, 
que les expositions humaines attendues soient bien inférieures à ce seuil de 
saturation. Le niveau de la dose maximale devra alors correspondre au 
point d'inflexion vers un comportement toxicocinétique non linéaire, ou 
lui être légèrement supérieur. 

21. À défaut de données toxicocinétiques pertinentes, les niveaux de dose sont 
définis en fonction des effets toxiques, dans la limite des propriétés 
physiques/chimiques de la substance d'essai. Si les niveaux de dose sont 
fixés d'après la toxicité, la dose maximale est celle qui induit une certaine 
toxicité systémique, sans provoquer de décès ni de souffrances aiguës des 
animaux. 

22. On sélectionnera une séquence de doses décroissantes afin de mettre en 
évidence une éventuelle relation dose-effet et de déterminer les CSENO 
ou les doses proches de la limite de détection, ce qui permettra de 
déduire une dose de référence pour le(s) paramètre(s) d'évaluation le(s) 
plus sensible(s). Pour éviter des écarts de dose importants entre CSENO 
et CMENO, le recours à des multiples de deux ou quatre est généralement 
optimal. L'adjonction d'un quatrième groupe d'essai est souvent préférable à 
l'application d'intervalles très espacés (par exemple supérieur à un facteur 
10) entre les doses. 

23. Les animaux du groupe témoin sont manipulés de la même manière que les 
animaux traités, à l'exception du fait qu'ils ne reçoivent pas la substance 
d'essai. Ce groupe témoin ne sera pas traité ou recevra un placebo, ou le 
véhicule si l'administration de la substance d'essai en nécessite un. Si un 
véhicule est employé, les animaux du groupe témoin devront recevoir le 
plus grand volume utilisé de ce véhicule. 
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Essai limite 

24. Si des essais à doses répétées conduits à une dose d'au moins 1 000 mg/kg 
de poids corporel/jour ne produisent aucun effet toxique observable, ou s'il 
n'y a pas de raison de penser que la substance est toxique compte tenu des 
données dont on dispose au sujet de composés présentant une structure 
et/ou une action métabolique similaires et des propriétés métaboliques in 
vivo/in vitro similaires, il n'est pas indispensable de mener une étude 
complète sur plusieurs doses différentes. Dans cette éventualité, l'étude 
étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération se limitera à 
un groupe témoin et à une dose unique d'au moins 1 000 mg/kg de poids 
corporel/jour. Cependant, si cette dose limite provoque des signes de toxi
cité pour la reproduction ou le développement, d'autres études conduites à 
des doses inférieures s'imposent pour définir une CSENO. Ces remarques 
concernant l'essai limite ne sont valables que si le niveau de l'exposition 
humaine n'implique pas d'évaluer des doses supérieures. 

PROTOCOLES 

Exposition de la descendance 

25. On privilégiera l'administration dans la nourriture comme voie d'exposition. 
Dans le cas des études par gavage, il faut noter que, normalement, les petits 
ne recevront la substance d'essai qu'indirectement par le lait maternel 
jusqu'à ce qu'on leur administre la dose directement, à partir du sevrage. 
Lorsque la substance d'essai est mélangée à la nourriture ou à l'eau de 
boisson, les petits recevront aussi la substance d'essai directement, dès 
qu'ils commenceront à s'alimenter tout seuls pendant la dernière semaine 
d'allaitement. La méthodologie est modifiée lorsque l'excrétion de la subs
tance d'essai dans le lait est faible ou que l'exposition continue de la 
descendance n'est pas avérée. Dans ces cas, on envisagera de traiter direc
tement les petits pendant l'allaitement en fonction des données toxicociné
tiques disponibles, de la toxicité pour la descendance ou de l'évolution des 
biomarqueurs (3), (4). Il convient d'évaluer soigneusement les avantages et 
les inconvénients avant la mise en "uvre d'études d'administration directe 
aux petits allaités (5). 

Programme de traitement et administration des doses 

26. Il se peut qu'on dispose d'informations sur les cycles "straux, de données 
histopathologiques sur les tractus reproducteurs mâles et femelles et d'ana
lyses des spermatozoïdes testiculaires/épididymaires provenant d'études de 
toxicité à doses répétées antérieures d'une durée adéquate. Pour ce qui est 
de l'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération, la 
durée du traitement avant l'accouplement doit donc permettre de détecter les 
effets des modifications fonctionnelles susceptibles de perturber le compor
tement d'accouplement et la fertilisation. Il convient que le traitement avant 
l'accouplement dure suffisamment longtemps pour atteindre des conditions 
d'exposition stables chez les mâles et les femelles P. Généralement, une 
période de 2 semaines conviendra pour les deux sexes. Chez les femelles, 
cette période correspond à 3 à 4 cycles "straux complets et devrait suffire à 
identifier d'éventuels effets nocifs sur la cyclicité. Chez les mâles, elle 
correspond à la durée nécessaire à la migration des spermatozoïdes en 
maturation dans l'épididyme, et devrait permettre de détecter les effets 
posttesticulaires sur le sperme (au cours des derniers stades de la spermia
tion et de la maturation des spermatozoïdes épididymaires) au moment de 
l'accouplement. Au moment du sacrifice, quand l'examen histopathologique 
des testicules et épididymes et l'analyse des caractéristiques du sperme sont 
programmés, les mâles P et F1 auront donc été exposés à la substance 
d'essai pendant au moins un cycle entier de spermatogenèse [(6) (7) (8) 
(9) et document d'orientation n o 151 de l'OCDE (40)]. 
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27. Les scénarios d'exposition des mâles avant l'accouplement peuvent être 
adaptés si des études antérieures ont clairement mis en évidence une toxicité 
testiculaire (anomalie de la spermatogenèse) ou des effets sur l'intégrité et le 
fonctionnement des spermatozoïdes. De la même manière, pour les 
femelles, l'existence d'effets avérés de la substance d'essai sur les cycles 
"straux et, par conséquent, sur la réceptivité sexuelle peut motiver une 
modification des scénarios d'exposition avant l'accouplement. Dans certains 
cas particuliers, on pourra attendre de détecter des spermatozoïdes par frottis 
vaginal avant de commencer le traitement des femelles P [voir document 
d'orientation n o 151 de l'OCDE (40)]. 

28. Une fois que la durée de la période d'exposition avant l'accouplement est 
définie, les animaux sont traités en continu avec la substance d'essai, 7 jours 
sur 7 jusqu'à la nécropsie. Le mode d'administration sera le même pour tous 
les animaux. Le traitement se poursuivra pendant les deux semaines de la 
période d'accouplement et, pour les femelles P, au cours de la gestation puis 
de l'allaitement jusqu'à leur sacrifice après le sevrage. Les mâles seront 
traités de la même façon jusqu'à leur sacrifice, au moment du sevrage 
des animaux F1. En ce qui concerne la nécropsie, la priorité est donnée 
aux femelles qui seront nécropsiées le même jour ou un jour similaire de 
lactation. La nécropsie des mâles peut s'étaler sur un plus grand nombre de 
jours, selon les équipements du laboratoire. À moins d'avoir débuté pendant 
la période de lactation, l'administration de la substance d'essai directement 
aux mâles et femelles F1 sélectionnés commence au moment du sevrage et 
se poursuit jusqu'à la date programmée pour la nécropsie, en fonction de la 
cohorte. 

29. Il importe de s'assurer que les quantités de substance administrées dans la 
nourriture ou l'eau de boisson n'interfèrent pas avec la nutrition ou l'équi
libre hydrique. Lorsque la substance d'essai est ajoutée à la nourriture, deux 
possibilités sont offertes: soit le maintien d'une concentration constante dans 
les aliments (ppm), soit le maintien d'un niveau de dose constant par rapport 
au poids corporel des animaux; il y a lieu de préciser l'option retenue. 

30. Si la substance d'essai est administrée par gavage, le volume maximal de 
liquide administré en une seule fois ne dépasse pas 1 ml/l00 g de poids 
corporel (0,4 ml/100 g de poids pour l'huile, de maïs par exemple). S'il ne 
s'agit pas de substances irritantes ou corrosives dont les effets doivent en 
principe s'intensifier aux concentrations supérieures, on réduira au minimum 
la variabilité du volume d'essai en adaptant les concentrations de façon à 
obtenir un volume constant à toutes les doses. Le produit est administré 
chaque jour à heure fixe. La dose reçue par chaque animal est normalement 
calculée sur la base de la pesée la plus récente de l'animal, et est ajustée au 
moins une fois par semaine pour les mâles adultes et les femelles adultes 
non gravides, et tous les deux jours pour les femelles gravides et les 
descendants F1 si elle est administrée avant le sevrage et pendant les 
deux semaines qui suivent le sevrage. Si les données toxicocinétiques indi
quent un faible transfert de la substance d'essai dans le placenta, il faudra 
éventuellement revoir la dose administrée par gavage pendant la dernière 
semaine de gestation afin d'éviter de traiter la mère avec une dose exces
sivement toxique. Le jour de la mise bas, les femelles ne sont pas traitées 
par gavage ou toute autre voie d'administration impliquant la manipulation 
de l'animal; il est en effet préférable de ne pas les traiter ce jour-là plutôt 
que de perturber le processus de la naissance. 
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Accouplement 

31. Chaque femelle P est placée avec un seul mâle non apparenté choisi au 
hasard dans le même groupe de dose (accouplement 1:1) jusqu'à ce que la 
copulation soit avérée ou pendant deux semaines. Si le nombre de mâles est 
insuffisant, en raison par exemple de décès de mâles avant la mise en 
couple, on pourra placer un ou plusieurs des mâles s'étant déjà accouplé(s) 
avec une seconde femelle (1:1), afin que toutes les femelles aient un parte
naire. Le jour 0 de la gestation est celui où l'accouplement est avéré 
(observation de sperme ou d'un bouchon vaginal). Les animaux sont 
séparés dès que possible une fois que la copulation a été confirmée. Si 
les animaux ne se sont toujours pas accouplés au bout de deux semaines, 
ils sont séparés sans autre tentative d'accouplement. Les couples sont clai
rement identifiés dans les résultats. 

Taille des portées 

32. Au quatrième jour après la naissance, on peut ajuster la taille de chaque 
portée en éliminant des petits surnuméraires choisis au hasard, afin de 
s'approcher autant que possible du nombre de cinq mâles et cinq femelles 
par portée. Il ne convient pas de procéder à une élimination sélective des 
petits, par exemple basée sur le poids corporel. Lorsque le nombre de petits 
mâles et femelles est tel qu'il empêche de disposer de cinq animaux de 
chaque sexe par portée, il est acceptable de procéder à des ajustements 
partiels (par exemple six mâles et quatre femelles). 

Sélection des petits pour les études après le sevrage (voir figure 1) 

33. Au moment du sevrage (vers le JPN 21), on sélectionne des petits de toutes 
les portées disponibles, avec un maximum de 20 portées par groupe de dose 
et témoin, afin de les soumettre à des examens ultérieurs et de les élever 
jusqu'à la maturation sexuelle (sauf si des essais sont nécessaires avant). La 
sélection des petits est aléatoire, si ce n'est qu'il convient d'écarter les 
individus clairement chétifs (dont le poids corporel est inférieur de plus 
de deux écarts-types au poids moyen des petits de la même portée), dans 
la mesure où ils ne sont sans doute pas représentatifs du groupe de 
traitement. 

Au JPN 21, les petits F1 sélectionnés sont affectés au hasard à l'une des 
trois cohortes d'animaux suivantes: 

cohorte 1 (1A et 1B) = essai de toxicité pour la reproduction/le dévelop
pement, 

cohorte 2 (2A et 2B) = essai de neurotoxicité pour le développement, 

cohorte 3 = essai d'immunotoxicité pour le développement. 

Cohorte 1A: un mâle et une femelle/portée/groupe (20/sexe/groupe): sélec
tion prioritaire pour l'évaluation primaire des effets sur l'appareil reproduc
teur et de la toxicité générale. 

Cohorte 1B: un mâle et une femelle/portée/groupe (20/sexe/groupe): sélec
tion prioritaire pour l'évaluation ultérieure de la capacité de reproduction 
lors de l'accouplement d'animaux F1 [voir document d'orientation n o 117 de 
l'OCDE (39)] et pour obtenir des informations histopathologiques supplé
mentaires dans le cas d'agents présumés toxiques pour la reproduction ou le 
système endocrinien, ou quand les résultats de la cohorte 1A sont équi
voques. 

Cohorte 2A: total de 20 petits par groupe (10 mâles et 10 femelles par 
groupe; 1 mâle ou 1 femelle par portée) destinés à des tests neurocompor
tementaux suivis d'un examen neurohistopathologique à l'âge adulte. 

Cohorte 2B: total de 20 petits par groupe (10 mâles et 10 femelles par 
groupe; 1 mâle ou 1 femelle par portée) destinés à un examen neurohisto
pathologique au moment du sevrage (JPN 21 ou JPN 22). Si les animaux ne 
sont pas assez nombreux, ils seront affectés en priorité à la cohorte 2A. 
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Cohorte 3: total de 20 petits par groupe (10 mâles et 10 femelles par 
groupe, dont 1 individu par portée, si possible). Il pourra y avoir lieu 
d'utiliser des petits supplémentaires issus du groupe témoin, qui serviront 
de témoins positifs pour l'essai de réponse anticorps dépendante des 
lymphocytes T, au JPN 56 ± 3. 

34. Si l'une des portées ne compte pas suffisamment de petits pour toutes les 
cohortes, ils sont affectés en priorité à la cohorte 1, qui peut ensuite servir à 
produire une génération F2. Il est possible d'affecter davantage de petits à 
l'une des cohortes en cas de préoccupations spécifiques, par exemple quand 
une substance chimique est présumée neurotoxique, immunotoxique ou 
reprotoxique. Ces petits pourront servir à des examens menés à des 
moments différents ou pour l'évaluation d'effets supplémentaires. Les 
petits non affectés aux cohortes feront l'objet d'un examen biochimique 
clinique (paragraphe 55) et d'une nécropsie macroscopique (paragraphe 68). 

Second accouplement des animaux P 

35. On déconseille généralement de procéder à un second accouplement des 
animaux P, ce qui entraînerait la perte d'informations importantes sur le 
nombre de points d'implantation (et donc de données postimplantation et 
périnatales, indicatrices d'une éventuelle action tératogène) concernant la 
première portée. S'il y a lieu de vérifier ou d'élucider un effet chez les 
femelles exposées, il est préférable d'étendre l'étude à un accouplement de 
la génération F1. Cependant, il est toujours possible de procéder à un 
second accouplement des mâles P avec des femelles non traitées afin de 
clarifier les résultats équivoques ou pour mieux caractériser les effets sur la 
fertilité observés à la suite du premier accouplement. 

OBSERVATIONS IN VIVO 

Observations cliniques 

36. Les animaux P et F1 sélectionnés font l'objet d'une observation clinique 
générale quotidienne. Si l'administration se fait par gavage, ces observations 
cliniques auront lieu avant et après le traitement (pour rechercher d'éven
tuels signes de toxicité associés aux pics de concentration plasmatique). On 
note les changements de comportement pertinents, les signes de mise bas 
prolongée ou difficile et tous les signes de toxicité. Deux fois par jour, ou 
une fois par jour pendant le week-end, on surveille les manifestations de 
toxicité sévère, la morbidité et la mortalité sur l'ensemble des animaux. 

37. En outre, tous les individus P et F1 (après le sevrage) font l'objet une fois 
par semaine d'un examen plus détaillé, qu'il sera commode d'effectuer à 
l'occasion d'une pesée de l'animal, ce qui limitera le stress lié à la manipu
lation. Les observations sont effectuées avec soin et consignées conformé
ment aux systèmes de cotation définis par le laboratoire d'essai. On s'attache 
particulièrement à réduire au minimum les variations affectant les conditions 
de l'essai. Les observations notées portent, sans que cette liste soit exhaus
tive, sur les modifications de la peau, de la fourrure, des yeux et des 
muqueuses, sur l'apparition de sécrétions et d'excrétions et sur les activités 
réflexes (par exemple larmes, érection des poils, diamètre de la pupille, 
rythme respiratoire inhabituel). Il convient également de noter tout change
ment dans la démarche ou la posture, les réactions à la manipulation ainsi 
que l'apparition de mouvements spasmodiques ou de contractures, de stéréo
types (par exemple toilettage excessif, circuits répétitifs) ou de comporte
ments bizarres (par exemple automutilation, marche à reculons). 

M5 

2008R0440 ! FR ! 24.08.2014 ! 005.001 ! 869



 

Poids corporel et consommation de nourriture et d'eau 

38. Les animaux P sont pesés le jour de la première administration et ensuite au 
moins une fois par semaine. En outre, les femelles P sont pesées pendant 
l'allaitement, les mêmes jours que la pesée des petits de leurs portées (voir 
paragraphe 44). Tous les animaux F1 sont pesés individuellement au 
moment du sevrage (JPN 21) et au moins chaque semaine par la suite. 
On relève aussi le poids corporel des animaux le jour où ils atteignent la 
puberté (séparation préputiale ou ouverture vaginale observables). Tous les 
animaux sont pesés au moment du sacrifice. 

39. Au cours de l'étude, la consommation de nourriture et d'eau (si la substance 
d'essai est administrée dans l'eau de boisson) est consignée au moins une 
fois par semaine, le même jour que la pesée des animaux (sauf pendant la 
cohabitation). La consommation de nourriture de chaque cage d'animaux F1 
est notée une fois par semaine, dès l'affectation à une cohorte particulière. 

Cycles !straux 

40. Les éventuelles informations préliminaires concernant les effets de la subs
tance d'essai sur le cycle "stral, fournies par de précédentes études de 
toxicité à doses répétées, pourront être mises à profit pour élaborer un 
protocole d'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une généra
tion propre à la substance chimique concernée. Normalement, l'évaluation 
de la cyclicité "strale (par cytologie vaginale) commence au début de la 
période de traitement et se poursuit jusqu'à ce que l'accouplement soit avéré 
ou jusqu'à la fin de la période d'accouplement de deux semaines. Si l'on a 
vérifié la normalité des cycles "straux des femelles avant d'administrer la 
substance d'essai, il est utile de poursuivre les frottis quand le traitement 
démarre, mais si l'on craint des effets non spécifiques au démarrage du 
traitement (par exemple une baisse marquée de la consommation de nour
riture), on pourra laisser les animaux s'adapter au traitement pendant 2 
semaines au maximum avant la période d'observation des frottis (de 2 
semaines) qui précède la période d'accouplement. Si l'on prolonge ainsi la 
période de traitement des femelles (ce qui porte à 4 semaines le traitement 
avant accouplement), on pourra envisager d'acheter les animaux plus jeunes 
et de rallonger aussi la période de traitement des mâles avant la mise en 
couple. Pour obtenir des cellules vaginales ou cervicales, on prendra soin 
d'éviter d'agresser la muqueuse ce qui risquerait d'induire une 
pseudo-gestation (10) (11). 

41. Les frottis vaginaux sont examinés chaque jour pour l'ensemble des 
femelles F1 de la cohorte 1A, à partir de l'ouverture du vagin jusqu'à 
l'observation des premières cellules kératinisées, afin de déterminer l'inter
valle de temps entre ces deux événements. Il convient également de suivre 
les cycles "straux de toutes les femelles F1 de la cohorte 1A pendant 2 
semaines, à partir du 75e jour postnatal environ. En outre, si l'accouplement 
de la génération F1 s'impose, la cytologie vaginale des femelles de la 
cohorte 1B se poursuivra depuis la mise en couple jusqu'à ce que la copu
lation ait eu lieu. 

Accouplement et gravidité 

42. Outre les paramètres standard (par exemple poids corporel; consommation 
de nourriture; observations cliniques, dont contrôle de la mortalité/morbi
dité), on relève les dates de mise en couple, d'insémination et de mise bas, 
et on calcule l'intervalle précoïtal (entre la mise en couple et l'insémination) 
et la durée de la gestation (entre l'insémination et la mise bas). Il convient 
d'examiner minutieusement les femelles P au moment prévu pour la mise 
bas afin de repérer d'éventuels symptômes de dystocie. Toute anomalie du 
comportement de nidification ou d'allaitement devra être relevée. 
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43. Le jour de la parturition correspond au jour 0 de l'allaitement pour la mère, 
et au jour postnatal 0 (JPN 0) pour la descendance. Il est aussi possible de 
compter les jours à partir de la copulation pour éviter les erreurs sur les 
données relatives au développement postnatal dues aux différences de durée 
de gestation; il convient toutefois de noter également les jours à partir de la 
mise bas. Ce changement de référence est particulièrement important 
lorsque la substance d'essai influence la durée de la gestation. 

Caractéristiques de la descendance 

44. On examine chaque portée dès que possible après la mise bas (JPN 0 ou 1) 
afin d'établir le nombre et le sexe des petits, la mortinatalité, le nombre de 
naissances vivantes et la présence d'anomalies macroscopiques [anomalies 
externes visibles (y compris fentes palatines, hémorragies sous-cutanées, 
anomalies de la couleur ou de la texture de la peau, présence du cordon 
ombilical, absence de lait dans l'estomac, présence de sécrétions séchées)]. 
De plus, le premier examen clinique des nouveau-nés est l'occasion d'effec
tuer une évaluation qualitative de la température corporelle, du degré d'ac
tivité et de la réaction à la manipulation. Chez les petits morts à JPN 0 ou 
plus tard, on recherche d'éventuelles anomalies et la cause du décès. Les 
petits en vie sont comptés et pesés individuellement à JPN 0 ou JPN 1, puis 
régulièrement, par exemple au moins aux JPN 4, 7, 14 et 21. Les examens 
cliniques, qui dépendent de l'âge des animaux, sont répétés à chaque pesée 
des descendants, voire plus souvent si des cas spécifiques ont été révélés au 
moment de la naissance. Les symptômes à surveiller sont notamment les 
suivants (liste non exhaustive): anomalies externes, modifications de l'état 
de la peau, de la fourrure, des yeux, des muqueuses, apparition de sécré
tions et d'excrétions et de réactions neurovégétatives. Il convient également 
de noter tout changement dans la démarche ou la posture, les réactions à la 
manipulation ainsi que l'apparition de mouvements spasmodiques ou de 
contractures, de stéréotypies ou de comportements bizarres. 

45. On mesure la distance anogénitale (DAG) de chaque petit au moins une fois 
entre les JPN 0 et 4. Le poids corporel des petits est relevé le jour de la 
mesure de la DAG, qui est rapportée à la taille du petit, de préférence la 
racine cubique du poids corporel (12). On recherche la présence de tétons/ 
aréoles chez les petits mâles aux JPN 12 ou 13. 

46. On commence à surveiller quotidiennement les signes de séparation 
balano-préputiale ou d'ouverture vaginale sur tous les animaux F1 avant 
le jour prévu d'apparition de ces signes, afin de détecter une éventuelle 
maturation sexuelle précoce. Toute anomalie persistante des organes géni
taux, telle que filaments vaginaux, hypospadias ou pénis bifide est notée. La 
maturité sexuelle des animaux F1 est comparée au développement physique 
en déterminant l'âge et le poids corporel au moment de la séparation 
balano-préputiale chez le mâle ou de l'ouverture vaginale chez la femelle 
(13). 

Évaluation du potentiel de neurotoxicité pour le développement 
(cohortes 2A et 2B) 

47. L'évaluation de la neurotoxicité s'appuie sur les individus des cohortes 2A 
et 2B, qui comptent chacune 10 mâles et 10 femelles issus de chaque 
groupe de traitement (1 mâle ou 1 femelle par portée; chaque portée repré
sentée par au moins 1 petit; sélection au hasard). Les animaux de la cohorte 
2A seront soumis à une batterie d'observations fonctionnelles, à une évalua
tion du réflexe de sursaut auditif, de l'activité motrice (voir paragraphes 48- 
50) et à une évaluation neuropathologique (voir paragraphes 74 et 75). On 
s'attachera particulièrement à réduire au minimum les variations affectant 
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l'ensemble des conditions de l'essai et à s'assurer qu'elles ne sont pas systé
matiquement liées au traitement. Parmi les variables susceptibles de jouer 
sur le comportement figurent le niveau sonore (par exemple bruits inter
mittents), la température, l'humidité, l'éclairage, les odeurs, l'heure du jour et 
les distractions liées à l'environnement extérieur. Il convient d'interpréter les 
résultats des essais de neurotoxicité en fonction des ordres de grandeur de 
référence appropriés provenant des groupes témoins historiques. L'évalua
tion neuropathologique des animaux de la cohorte 2B aura lieu aux JPN 21 
ou 22 (voir paragraphes 74 et 75). 

48. On testera le réflexe de sursaut auditif des animaux de la cohorte 2A au 
JPN 24 (± 1 jour). L'évaluation des groupes traités et témoins est répartie de 
manière équilibrée au cours de la journée. Chaque session comporte 50 
essais. Pour ces tests de sursaut auditif, on calculera l'amplitude de la 
réponse moyenne pour chaque bloc de 10 essais (5 blocs de 10 essais), 
dont les conditions sont optimisées pour permettre une accoutumance intra
session. Ces protocoles sont conformes à la méthode d'essai B.53 (35). 

49. À un moment approprié entre les JPN 63 et 75, les animaux de la cohorte 
2A sont soumis à la batterie d'observations fonctionnelles ainsi qu'à un test 
automatisé de motricité. Ces procédures sont conformes aux méthodes 
d'essai B.43 (33) et B.53 (35). La batterie d'observations fonctionnelles 
comprend une description complète de l'apparence, du comportement et 
de l'intégrité fonctionnelle du sujet. Ces évaluations sont basées sur des 
observations effectuées dans la cage d'hébergement puis dans un espace 
d'observation normalisé (plan ouvert) où l'animal peut se déplacer librement, 
et sur des tests de manipulation. On procédera aux essais par ordre d'inter
activité croissante. Une liste de mesures est présentée à l'appendice 1. Tous 
les animaux sont examinés soigneusement par des observateurs formés à cet 
effet et ignorant le traitement reçu par l'animal, suivant des protocoles 
normalisés destinés à limiter la variabilité liée à l'observateur. Dans la 
mesure du possible, il est recommandé de confier au même observateur 
l'évaluation de tous les animaux d'un test donné. À défaut, il convient de 
démontrer la fiabilité interobservateurs. Pour chaque paramètre de la batterie 
de tests comportementaux, il faudra se référer à des échelles et des critères 
de cotation dont les modes opératoires sont définis explicitement. Si possi
ble, des mesures quantitatives objectives sont effectuées pour les observa
tions impliquant une cotation subjective. Concernant l'activité motrice, 
chaque animal est testé individuellement. La séance d'essai dure assez 
longtemps pour permettre de démontrer l'accoutumance intrasession des 
témoins. L'activité motrice est contrôlée à l'aide d'un appareil d'enregistre
ment automatique capable de détecter aussi bien des augmentations que des 
diminutions d'activité (c'est-à-dire que l'activité de base mesurée par le 
dispositif ne doit pas être trop faible, ce qui empêcherait la détection des 
diminutions d'activité, ni trop forte, ce qui empêcherait la détection d'aug
mentations). Tous les appareils sont testés selon des protocoles standard afin 
de garantir, dans la mesure du possible, la reproductibilité entre appareils et 
entre dates de mesure. Il convient d'équilibrer au mieux les groupes de 
traitement affectés à chaque appareil. Les groupes d'évaluation de l'essai 
sont répartis sur la journée pour tenir compte des rythmes d'activité 
circadiens. 

50. S'il existe des informations indiquant que d'autres essais fonctionnels s'im
posent (par exemple sensoriels, sociaux, cognitifs), ces essais seront inclus 
dans le protocole de l'étude sans compromettre l'intégrité des autres évalua
tions prévues. Si ces autres essais portent sur les mêmes animaux que ceux 
soumis au test du sursaut auditif, à la batterie d'observations fonctionnelles 
et au test de motricité, il convient de les programmer à des moments 
différents pour limiter le risque de perturbation. Des protocoles supplémen
taires peuvent se révéler particulièrement utiles lorsque l'observation empi
rique, les effets anticipés ou divers aspects liés au mécanisme ou au mode 
d'action suggèrent un type spécifique de neurotoxicité. 
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Évaluation du potentiel d'immunotoxicité pour le développement 
(cohorte 3) 

51. Au JPN 56 (± 3 jours), 10 mâles et 10 femelles de la cohorte 3 issus de 
chaque groupe de traitement (1 mâle ou 1 femelle par portée; chaque portée 
représentée par au moins 1 petit; sélection au hasard) seront soumis à un 
essai de réponse anticorps dépendant des lymphocytes T, pour rechercher 
des anticorps IgM produits au cours de la réponse primaire à un antigène 
dépendant des lymphocytes T, par exemple les globules rouges de 
mouton (GRM) ou l'hémocyanine de patelle (KLH); ces essais seront 
conformes aux protocoles actuels d'étude de l'immunotoxicité (14) (15). 
La réponse peut être évaluée par comptage des cellules formatrices de 
plaques (CFP) spécifiques dans la rate ou par titrage sérique des anticorps 
IgM spécifiques aux GRM ou à la KLH par ELISA, au moment du pic de 
réponse. En général, les réponses atteignent un pic 4 jours (pour le 
comptage des CFP) ou 5 jours (par ELISA) après l'immunisation par voie 
intraveineuse. Si la réponse primaire des anticorps est évaluée par comptage 
des CFP, il est permis de répartir les animaux en sous-groupes évalués à des 
jours différents, aux conditions suivantes: l'intervalle entre l'immunisation et 
le sacrifice d'un sous-groupe est défini de manière que les CFP soient 
comptés au moment du pic de la réponse; les sous-groupes contiennent le 
même nombre de descendants mâles et femelles issus de tous les groupes de 
dose, y compris les témoins; et les sous-groupes sont examinés à peu près 
au même âge postnatal. On continuera d'administrer la substance d'essai 
jusqu'au jour qui précède le prélèvement de la rate des animaux pour 
l'évaluation de la réponse des CFP ou du sérum pour l'essai ELISA. 

Évaluation ultérieure du potentiel de reprotoxicité (cohorte 1B) 

52. On peut continuer d'administrer le traitement aux animaux de la cohorte 1B 
au-delà du JPN 90, et les élever pour produire une génération F2 si néces
saire. Les mâles et les femelles d'un même groupe de dose cohabitent (en 
évitant d'accoupler les membres d'une même fratrie) pour une durée allant 
jusqu'à 2 semaines, à partir du JPN 90 ou après, mais pas au-delà du JPN 
120. Les protocoles sont les mêmes que pour les animaux P. Cependant, sur 
la base du poids de la preuve, il peut s'avérer suffisant de sacrifier les 
portées au JPN 4 au lieu de les évaluer jusqu'au sevrage ou au-delà. 

OBSERVATIONS FINALES 

Biochimie clinique/hématologie 

53. On surveillera les effets systémiques chez les animaux P. Des échantillons 
sanguins sont prélevés à jeun sur un site défini chez dix mâles et femelles P 
par groupe de dose, sélectionnés au hasard au moment du sacrifice. Ces 
échantillons sont conservés dans des conditions appropriées et font l'objet 
d'un examen hématologique partiel ou complet, d'un examen biochimique 
clinique, d'un dosage de T4 et TSH, ou d'autres examens suggérés par la 
connaissance du profil d'effets de la substance d'essai [voir document 
d'orientation n o 151 de l'OCDE (40)]. Il convient d'évaluer les paramètres 
hématologiques suivants: hématocrite, concentration d'hémoglobine, numé
ration des érythrocytes, numération totale et différentielle des leucocytes, 
numération des plaquettes et mesure du temps et du potentiel de coagulation 
du sang. Dans le plasma ou le sérum, on mesure les éléments suivants: 
glucose, cholestérol total, urée, créatinine, protéines totales, albumine et au 
moins deux enzymes indicatrices d'effets sur les cellules hépatiques (telles 
que l'alanine aminotransférase, l'aspartate aminotransférase, la phosphatase 
alcaline, la gamma glutamyl transpeptidase et la sorbitol déshydrogénase). 
Dans certains cas, le dosage d'enzymes supplémentaires et des acides 
biliaires peut livrer des informations utiles. En outre, il est possible de 
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conserver des prélèvements sanguins de tous les animaux en vue d'une 
éventuelle analyse ultérieure destinée à clarifier les effets équivoques ou 
générer des données d'exposition interne. S'il n'est pas prévu de procéder à 
un second accouplement, les échantillons sont prélevés dans le cadre du 
sacrifice programmé ou juste avant. Lorsque les animaux sont maintenus en 
vie, les prélèvements ont lieu quelques jours avant le second accouplement. 
Par ailleurs, à moins que des études à doses répétées antérieures indiquent 
que la substance d'essai n'influe pas sur ce paramètre, il convient de 
procéder à une analyse d'urine avant le sacrifice, en évaluant les critères 
suivants: apparence, volume, osmolalité ou densité, pH, protéines, glucose, 
sang et globules rouges, débris cellulaires. Des prélèvements d'urine 
peuvent également être effectués afin de suivre l'excrétion de la substance 
d'essai et/ou de son ou ses métabolites. 

54. On surveillera aussi les effets systémiques chez les animaux F1. Des échan
tillons sanguins sont prélevés à jeun sur un site défini chez 10 mâles et 
femelles de la cohorte 1A par groupe de dose, sélectionnés au hasard au 
moment du sacrifice. Ces échantillons sont conservés dans des conditions 
appropriées et font l'objet d'un examen biochimique clinique standard, et 
notamment d'une mesure de la concentration sérique des hormones thyroï
diennes (T4 et TSH), d'un examen hématologique (numération totale et 
différentielle des leucocytes plus érythrocytes) et d'une analyse d'urine. 

55. Les petits surnuméraires au JPN 4 font l'objet d'une nécropsie macrosco
pique et on peut mesurer la concentration sérique de l'hormone thyroïdienne 
T4 à cette occasion. Si nécessaire, les échantillons sanguins des 
nouveau-nés (JPN 4) peuvent être regroupés par portée aux fins d'analyses 
biochimiques et du dosage d'hormones thyroïdiennes. Des échantillons 
sanguins sont également prélevés sur les sujets tout justes sevrés soumis 
à une nécropsie macroscopique au JPN 22 (petits F1 non sélectionnés pour 
les cohortes), afin de doser la T4 et la TSH. 

Caractéristiques du sperme 

56. On détermine les caractéristiques du sperme pour tous les mâles de la 
génération P, sauf s'il existe des données montrant que ces caractéristiques 
ne sont pas modifiées au cours d'une étude sur 90 jours. Les caractéristiques 
du sperme ne sont évaluées que chez les mâles de la cohorte 1A. 

57. Au moment du sacrifice, on note le poids des testicules et des épididymes 
de tous les mâles P et F1 (cohorte 1A). On conserve au moins un testicule 
et un épididyme pour l'examen histopathologique. L'épididyme non 
conservé sert à la numération des spermatozoïdes stockés dans la queue 
de l'épididyme (16) (17). Les spermatozoïdes de la queue de l'épididyme 
(ou du canal déférent) sont par ailleurs récupérés d'une manière qui perturbe 
le moins possible l'évaluation de leur motilité et de leur morphologie (18). 

58. La motilité des spermatozoïdes est évaluée immédiatement après le sacrifice 
ou enregistrée en vidéo en vue d'une analyse ultérieure. Le pourcentage de 
spermatozoïdes progressivement motiles peut être déterminé subjectivement 
ou objectivement grâce une analyse du mouvement assistée par ordinateur 
(19) (20) (21) (22) (23) (24). On conduira l'évaluation de la morphologie 
des spermatozoïdes à partir d'échantillons de sperme prélevés dans l'épidi
dyme (ou le canal déférent) sous forme de préparations fixées ou en milieu 
humide (25). Au moins 200 spermatozoïdes par échantillon sont classés 
comme normaux (aussi bien la tête que la pièce intermédiaire et le flagelle 
paraissent normaux) ou anormaux. Les anomalies morphologiques des sper
matozoïdes comprennent, par exemple, la fusion, des têtes isolées et des 
têtes et/ou des queues déformées (26). Des têtes déformées ou larges 
peuvent indiquer des anomalies de la spermiation. 

59. Si les échantillons de sperme sont congelés, les frottis fixés et les images de 
la motilité des spermatozoïdes enregistrées au moment de la nécropsie (27), 
les analyses ultérieures peuvent ne porter que sur les mâles ayant reçu des 
doses élevées et sur les mâles témoins. Toutefois, si l'on observe des effets 
liés au traitement, il faudra aussi évaluer les groupes traités aux doses plus 
faibles. 
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Nécropsie macroscopique 

60. Juste après le sacrifice ou le décès en cours d'étude, tous les animaux P et 
F1 subissent une nécropsie macroscopique destinée à mettre en évidence 
d'éventuelles anomalies structurelles ou altérations pathologiques. Il faut 
prêter une attention particulière aux organes de l'appareil reproducteur. Il 
convient de consigner les petits moribonds qui ont été euthanasiés et les 
petits morts et, s'ils ne sont pas macérés, de les examiner pour détecter 
d'éventuelles anomalies et/ou établir la cause de leur mort, et de les 
conserver. 

61. Un frottis vaginal des femelles P et F1 adultes sera examiné le jour de la 
nécropsie pour déterminer le stade du cycle "stral et permettre d'établir des 
corrélations avec l'histopathologie des organes reproducteurs. On examinera 
les utérus de toutes les femelles P (et F1, le cas échéant) sans compromettre 
l'évaluation histopathologique, pour voir s'ils présentent des points d'implan
tation et les dénombrer. 

Pesée des organes et conservation des tissus % Animaux adultes P et F1 

62. Après le sacrifice, le poids corporel et le poids des organes énumérés 
ci-dessous de tous les animaux P et F1 adultes des cohortes concernées 
(voir ci-après) sont déterminés dès que possible après dissection pour éviter 
toute dessiccation. Il convient de préserver ensuite ces organes dans des 
conditions appropriées. Sauf mention contraire, les organes qui vont par 
paires peuvent être pesés individuellement ou ensemble, conformément 
aux habitudes du laboratoire. 

! Utérus (dont oviductes et col), ovaires 

! Testicules, épididymes (totalité et queue pour les échantillons servant à 
la numération des spermatozoïdes) 

! Prostate (ensemble des parties dorsolatérale et ventrale). Il convient 
d'extraire très soigneusement les tissus adhérents de l'ensemble de la 
prostate pour éviter de percer les vésicules séminales remplies de 
liquide. Si le traitement a eu un effet sur le poids total de la prostate, 
on disséquera minutieusement les lobes dorsolatéral et ventral après les 
avoir fixés et pesés séparément. 

! Vésicules séminales avec glandes coagulantes et leurs liquides (consi
dérés comme une unité et pesés ensemble) 

! Cerveau, foie, reins, c"ur, rate, thymus, hypophyse, glande thyroïde 
(après fixation), glandes surrénales et organes ou tissus cibles connus. 

63. Outre les organes mentionnés ci-dessus, on conservera, dans des conditions 
appropriées, des échantillons de nerf périphérique, muscle, colonne verté
brale, "il avec nerf optique, conduit gastro-intestinal, vessie, poumon, 
trachée (portant encore les glandes thyroïde et parathyroïdes), moelle 
osseuse, canal déférent (mâles), glandes mammaires (mâles et femelles) et 
vagin. 

64. Tous les organes des animaux de la cohorte 1A sont pesés et conservés en 
vue de l'examen histopathologique. 

65. Pour rechercher les effets immunotoxiques pré- et postnataux, 10 mâles et 
10 femelles de la cohorte 1A issus de chaque groupe de traitement (1 mâle 
ou 1 femelle par portée; chaque portée représentée par au moins 1 petit; 
sélection au hasard) seront soumis aux examens suivants au moment du 
sacrifice: 

! pesée des ganglions lymphatiques associés ou non à la voie d'exposition 
(en plus de la pesée des glandes surrénales, du thymus et de la rate, déjà 
effectuée pour tous les animaux de la cohorte 1A), 
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! analyse des sous-populations lymphocytaires spléniques (lymphocytes T 
CD4+ et CD8+, lymphocytes B, et cellules tueuses naturelles NK) 
effectuée sur la moitié de la rate, l'autre moitié étant conservée en 
vue de l'examen histopathologique. 

L'analyse des sous-populations lymphocytaires spléniques chez les animaux 
non immunisés (cohorte 1A) déterminera si l'exposition contribue à une 
modification de l'équilibre immunologique concernant la distribution des 
lymphocytes thymiques «auxiliaires» (CD4+) ou cytotoxiques (CD8+) ou 
des cellules tueuses naturelles (NK) (réponses rapides aux cellules néoplas
tiques et aux pathogènes). 

66. Il convient de peser les organes suivants des animaux de la cohorte 1B et de 
traiter leurs tissus jusqu'à leur transformation en blocs: 

! Vagin (non pesé) 

! Utérus (dont col) 

! Ovaires 

! Testicules (au moins un) 

! Épididymes 

! Vésicules séminales et glandes coagulantes 

! Prostate 

! Hypophyse 

! Organes cibles connus 

L'examen histopathologique de la cohorte 1B ne sera conduit que si les 
résultats de la cohorte 1A sont équivoques ou que la substance administrée 
est présumée toxique pour la reproduction ou le système endocrinien. 

67. Cohortes 2A et 2B: essai de neurotoxicité pour le développement (JPN 21 
ou 22 et descendants adultes). Les animaux de la cohorte 2A sont sacrifiés 
après l'essai comportemental; leur cerveau est ensuite pesé et soumis à un 
examen neurohistopathologique complet à des fins d'évaluation de la neuro
toxicité. Les animaux de la cohorte 2B sont sacrifiés au JPN 21 ou 22; leur 
cerveau est ensuite pesé et soumis à un examen microscopique pour évaluer 
la neurotoxicité. La fixation par perfusion est indispensable pour les 
animaux de la cohorte 2A et facultative pour ceux de la cohorte 2B, 
conformément à la méthode d'essai B.53 de l'OCDE (35). 

Pesée des organes et conservation des tissus % Animaux F1 juste sevrés 

68. Les petits non sélectionnés pour les cohortes, y compris les individus 
chétifs, sont sacrifiés après le sevrage, au JPN 22, sauf si les résultats 
indiquent que d'autres recherches in vivo s'imposent. Les petits euthanasiés 
sont soumis à une nécropsie macroscopique comprenant l'évaluation des 
organes reproducteurs, conformément aux paragraphes 62 et 63. Le cerveau, 
la rate et le thymus sont pesés et conservés dans des conditions appropriées 
pour un nombre maximal de 10 petits par sexe et par groupe, issus d'autant 
de portées que possible. De plus, on pourra conserver les tissus mammaires 
de ces petits mâles et femelles en vue d'analyses microscopiques supplé
mentaires ( 1 ) [voir document d'orientation n o 151 de l'OCDE (40)]. On 
conservera également les anomalies macroscopiques et les tissus cibles en 
vue d'un éventuel examen histologique. 
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( 1 ) Les recherches ont démontré que la glande mammaire, en particulier dans ses premiers 
stades de développement, constitue un critère d'évaluation valide de l'action "strogé
nique. On recommande donc d'inclure dans la présente méthode d'essai, après validation, 
des paramètres d'évaluation fondés sur les glandes mammaires des petits des deux sexes.



 

Histopathologie % Animaux P 

69. Un examen histopathologique complet des organes énumérés aux para
graphes 62 et 63 est pratiqué sur l'ensemble des animaux P témoins ou 
ayant reçu une dose élevée. Il convient aussi d'examiner les organes qui 
présentent des modifications imputables à la substance d'essai chez tous les 
animaux traités avec des doses inférieures en vue de définir une CSENO. 
En outre, un examen histopathologique des organes reproducteurs et de 
toutes les lésions macroscopiques sera pratiqué sur tous les individus 
chez lesquels on soupçonne une diminution de la fertilité, par exemple 
ceux qui ne se sont pas accouplés, n'ont pas conçu, n'ont pas engendré 
ou n'ont pas donné naissance à des descendants sains, ou dont le cycle 
"stral ou le nombre, la motilité ou la morphologie des spermatozoïdes 
ont été affectés. 

Histopathologie % Animaux F1 

Animaux de la cohorte 1 

70. Un examen histopathologique complet des organes énumérés aux para
graphes 62 et 63 est pratiqué sur l'ensemble des animaux adultes de la 
cohorte 1A témoins ou ayant reçu une dose élevée. Chaque portée est 
représentée par au moins un petit de chaque sexe. Il convient aussi d'exa
miner les organes et les tissus qui présentent des modifications imputables 
au traitement, ainsi que toutes les lésions macroscopiques, chez tous les 
animaux traités aux doses inférieures en vue de déterminer une CSENO. 
L'évaluation des effets pré- et postnataux sur les ganglions lymphatiques 
requiert un examen histopathologique des ganglions lymphatiques et de la 
moelle osseuse pratiqué sur 10 mâles et 10 femelles de la cohorte 1A, en 
plus de l'examen histopathologique du thymus, de la rate et des glandes 
surrénales déjà effectué sur tous les animaux 1A. 

71. Les tissus reproducteurs et endocriniens de l'ensemble des individus de la 
cohorte 1B sont traités pour être transformés en blocs. Comme mentionné 
au paragraphe 66, les organes reproducteurs et endocriniens des animaux de 
la cohorte 1B subissent un examen histopathologique en cas de suspicion de 
toxicité pour la reproduction ou le système endocrinien. Il convient aussi de 
soumettre la cohorte 1B à un examen histologique si les résultats de la 
cohorte 1A sont équivoques. 

72. Les ovaires des femelles adultes doivent contenir des follicules primordiaux 
et des follicules en croissance, ainsi que les grands corps jaunes; l'examen 
histopathologique des femelles F1 vise donc à quantifier les follicules 
primordiaux, les petits follicules en croissance et les grands corps jaunes; 
il convient que le nombre d'animaux, le choix de la section ovarienne et la 
taille des échantillons de section soient statistiquement appropriés à la 
méthode d'évaluation employée. Il est possible de procéder d'abord à la 
numération folliculaire des animaux témoins et traités à la dose élevée; si 
l'examen de ces derniers révèle un effet nocif, on étendra l'évaluation aux 
individus ayant reçu les doses inférieures. L'examen inclut la numération 
des follicules primordiaux, lesquels peuvent être combinés à de petits folli
cules en croissance, à des fins de comparaison entre les ovaires des femelles 
traitées et témoins [voir document d'orientation n o 151 de l'OCDE (40)]. 
L'évaluation des grands corps jaunes s'effectue parallèlement à l'essai de 
cyclicité "strale de sorte que l'étape du cycle puisse être prise en compte. 
On vérifiera le développement spécifique correct des oviductes, de l'utérus 
et du vagin. 

73. Un examen histopathologique détaillé des testicules sera pratiqué sur les 
mâles F1 afin de mettre en évidence des effets liés au traitement sur la 
différenciation et le développement des testicules, et sur la spermatogenèse 
(38). Quand c'est possible, des coupes du rete testis seront examinées. On 
vérifiera le développement spécifique normal de la tête, du corps et de la 
queue de l'épididyme ainsi que du canal déférent, et on évaluera les para
mètres requis pour les mâles P. 
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Animaux de la cohorte 2 

74. Un examen neurohistopathologique est pratiqué sur tous les animaux de la 
cohorte 2A témoins et traités à dose élevée, par sexe, juste après le test 
neurocomportemental (après le JPN 75, mais pas au-delà du JPN 90). 
L'examen histopathologique du cerveau est effectué sur tous les animaux 
de la cohorte 2B témoins et traités à dose élevée, par sexe, au JPN 21 ou 
22. Il convient aussi d'examiner les organes ou tissus qui présentent des 
modifications imputables à la substance d'essai chez les animaux traités 
avec des doses inférieures en vue de déterminer une CSENO. Pour les 
animaux des cohortes 2A et 2B, plusieurs coupes du cerveau sont réalisées 
afin d'examiner les bulbes olfactifs, le cortex cérébral, l'hippocampe, les 
ganglions de la base, le thalamus, l'hypothalamus, le mésencéphale (tectum, 
tegmentum et pédoncules cérébraux), le tronc cérébral et le cervelet. Seule 
la cohorte 2A subira par ailleurs un examen des yeux (rétine et nerf 
optique) et d'échantillons de nerf périphérique, muscle et colonne vertébrale. 
Tous les protocoles neurohistologiques sont conformes à la méthode d'essai 
B.53 (35). 

75. Des parties représentatives du cerveau (coupes homologues soigneusement 
sélectionnées grâce à des repères microscopiques fiables) seront soumises à 
un examen morphométrique (quantitatif), qui pourra inclure des mesures 
linéaires et/ou surfaciques de régions spécifiques du cerveau. On réalisera 
au moins trois coupes consécutives pour chaque repère morphologique 
(niveau) en vue de sélectionner ensuite la coupe la plus homologue et 
représentative de la région spécifique du cerveau à analyser. Les neuropa
thologistes devront juger si les coupes préparées pour les mesures sont 
homologues aux autres échantillons du lot et si elles peuvent donc être 
examinées, dans la mesure où les mesures linéaires, en particulier, sont 
susceptibles de changer sur une distance relativement faible (28). Les 
coupes jugées non homologues sont exclues. L'objectif est de prélever 
des échantillons sur tous les animaux réservés à cet effet (10/sexe/niveau 
de dose), mais un nombre inférieur demeure acceptable. Toutefois, des 
échantillons prélevés sur moins de 6 animaux/sexe/niveau de dose ne 
seront en principe pas considérés comme suffisants pour répondre aux 
objectifs de la présente méthode d'essai. La stéréologie peut permettre 
d'identifier des effets liés au traitement sur des paramètres tels que le 
volume ou le nombre de cellules de régions neuroanatomiques spécifiques. 
Tous les aspects de la préparation des échantillons de tissus, depuis la 
fixation de tissus jusqu'à la dissection des échantillons de tissus, au traite
ment des tissus et à la coloration des lames, devront se conformer à un 
modèle expérimental équilibré tel que chaque lot contienne des échantillons 
représentatifs de chaque groupe de dose. En cas de recours aux analyses 
morphométriques ou stéréologiques, les tissus cérébraux sont inclus dans un 
milieu approprié, simultanément pour toutes les doses, afin d'éviter les 
artefacts de rétrécissement associés à un stockage prolongé dans le fixateur. 

RAPPORT 

Résultats 

76. Les résultats sont rapportés individuellement et résumés sous forme de 
tableaux. S'il y a lieu, on présentera les informations suivantes pour 
chaque groupe d'essai et chaque génération: nombre d'animaux présents 
au début de l'essai, nombre d'animaux décédés durant l'essai ou euthanasiés, 
moment du décès ou de l'euthanasie, nombre d'animaux fertiles, nombre de 
femelles gravides, nombre de femelles donnant naissance à une portée, et 
nombre d'animaux manifestant des signes de toxicité. Le rapport contient 
aussi une description de la toxicité, y compris le moment d'apparition des 
effets toxiques, leur durée et leur sévérité. 

77. On évaluera les résultats numériques à l'aide d'une méthode statistique 
appropriée et acceptée. Les méthodes statistiques font partie intégrante de 
la méthodologie de l'essai et sont choisies comme telles; elles traitent de 
façon pertinente les données non normales (par exemple les résultats des 
numérations), les données tronquées (par exemple en raison d'un temps 
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d'observation limité), la non-indépendance (par exemple les effets sur les 
portées et les mesures répétées) et les variances inégales. Les modèles 
linéaires généralisés mixtes et les modèles dose-effet couvrent un large 
éventail d'outils d'analyse qui peuvent convenir au traitement des résultats 
dans le cadre de la présente méthode d'essai. Le rapport fournit suffisam
ment d'informations sur la méthode d'analyse et le logiciel employés pour 
qu'un réviseur ou un statisticien indépendant puissent évaluer/réévaluer 
l'analyse. 

Évaluation des résultats 

78. Les résultats sont évalués en fonction des effets observés, notamment à la 
nécropsie et lors des examens microscopiques. L'évaluation porte notam
ment sur la relation ou l'absence de relation entre la dose et la présence, la 
fréquence et la gravité des anomalies, notamment des lésions macrosco
piques. Elle porte aussi sur les organes cibles, la fertilité, les anomalies 
cliniques, la capacité reproductrice et les portées, les modifications du 
poids corporel, la mortalité et autres effets toxiques et affectant le dévelop
pement. Les modifications spécifiques à chaque sexe font l'objet d'une 
attention particulière. Les propriétés physico-chimiques de la substance 
d'essai et, le cas échéant, les données toxicocinétiques, y compris le trans
fert dans le placenta et l'excrétion dans le lait, sont prises en considération 
lors de l'évaluation des résultats. 

Rapport d'essai 

79. Le rapport d'essai comporte les informations énumérées ci-après, obtenues 
dans la présente étude à partir des animaux P, F1 et F2 (le cas échéant): 

Substance d'essai 

! Toutes les informations pertinentes disponibles concernant la substance 
d'essai et ses propriétés toxicocinétiques et toxicodynamiques 

! Données d'identification 

! Pureté 

Véhicule (s'il y a lieu) 

! Justification du choix du véhicule s'il ne s'agit pas d'eau 

Animaux d'essai 

! Espèces/souches utilisées 

! Nombre, âge et sexe 

! Source, conditions d'encagement, régime alimentaire, matériaux de nidi
fication, etc. 

! Poids de chaque animal au début de l'essai 

! Résultats des frottis vaginaux des femelles P avant le début du traite
ment (si ces examens ont été pratiqués à ce moment-là) 

! Données sur l'accouplement de la génération P, précisant les partenaires 
mâles et femelles du couple, et le succès de l'accouplement 

! Portée d'origine des adultes de la génération F1 

Conditions d'essai 

! Justification de la sélection des doses appliquée 

! Détails concernant la préparation de la substance d'essai ou son incor
poration aux aliments, ainsi que la concentration obtenue 
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! Stabilité et homogénéité de la préparation dans le véhicule ou le milieu 
d'administration (par exemple la nourriture, l'eau de boisson), dans le 
sang et/ou le lait, dans les conditions d'utilisation et de stockage entre 
les utilisations 

! Détails sur l'administration de la substance d'essai 

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

! Détails concernant la qualité des aliments et de l'eau (y compris la 
composition de la nourriture, si possible) 

! Description détaillée des protocoles de randomisation utilisés pour sélec
tionner les petits éliminés de la portée, et pour affecter les petits aux 
groupes d'essai 

! Conditions environnementales 

! Liste du personnel impliqué dans l'étude, mentionnant leur formation 
professionnelle 

Résultats (récapitulatif et données individuelles par sexe et par dose) 

! Consommation de nourriture, consommation d'eau (si disponible), effi
cacité alimentaire (gain de poids corporel par gramme de nourriture 
consommé, sauf lors de la cohabitation et de l'allaitement), et consom
mation de la substance d'essai (en cas d'administration dans la nourri
ture/l'eau de boisson) pour les animaux P et F1 

! Données relatives à l'absorption (si disponibles) 

! Poids corporel des animaux P 

! Poids corporel des animaux F1 sélectionnés juste après le sevrage 

! Temps de survie pendant l'étude ou indication de la survie des animaux 
à la fin de l'expérience 

! Nature, sévérité et durée des signes cliniques (qu'ils soient réversibles ou 
non) 

! Résultats des analyses hématologique, d'urine et de chimie clinique, y 
compris dosage des TSH et T4 

! Analyse phénotypique des cellules spléniques (lymphocytes T, B, 
cellules NK) 

! Cellularité de la moelle osseuse 

! Données sur les effets toxiques 

! Nombre de femelles P et F1 présentant une durée de cycle ou un cycle 
"stral normal ou anormal 

! Moment de la copulation (intervalle précoïtal, soit nombre de jours entre 
l'accouplement et la copulation) 

! Effets toxiques ou autres sur la reproduction, y compris nombre et 
pourcentage d'animaux qui ont copulé, sont gravides, ont mis bas et 
allaité, de mâles déclenchant une gravidité, de femelles présentant des 
signes de dystocie ou de mise bas prolongée ou difficile 

! Durée de la gestation et, lorsque c'est possible, de la parturition 

! Nombre d'implantations, taille de la portée et pourcentage de petits 
mâles 

! Nombre et pourcentage de pertes postimplantation, de naissances 
vivantes et de mort-nés 
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! Poids des portées et poids des petits (mâles, femelles et poids global), 
nombre d'individus chétifs, s'il est établi 

! Nombre de petits affectés d'anomalies macroscopiques 

! Effets toxiques ou autres sur la descendance, la croissance postnatale, la 
viabilité, etc. 

! Repères physiques relevés sur les petits et autres données sur le déve
loppement postnatal 

! Informations relatives à la maturité sexuelle des animaux F1 

! Observations fonctionnelles réalisées selon les besoins sur les petits et 
les adultes 

! Poids corporel au moment du sacrifice, et poids absolu et relatif des 
organes des adultes P et F1 

! Résultats de la nécropsie 

! Description détaillée de toutes les observations histopathologiques 

! Nombre total de spermatozoïdes dans la queue de l'épididyme, pourcen
tage de spermatozoïdes progressivement motiles, pourcentage de sper
matozoïdes de morphologie normale, et pourcentage de spermatozoïdes 
correspondant à chaque anomalie identifiée pour les mâles P et F1 

! Nombre et stades de maturation des follicules contenus dans les ovaires 
des femelles P et F1, le cas échéant 

! Numération des grands corps jaunes dans les ovaires des femelles F1 

! Traitement statistique des résultats, le cas échéant 

Paramètres de la cohorte 2 

! Description détaillée des protocoles utilisés pour standardiser les obser
vations et les protocoles, et définitions du mode opératoire de notation 
des observations 

! Liste de tous les protocoles d'essai utilisés, et justification de leur choix 

! Précisions sur les protocoles comportementaux/fonctionnels, neuropa
thologiques et morphométriques utilisés, y compris informations et 
détails concernant les appareils automatisés 

! Protocoles d'étalonnage et de vérification de l'équivalence des appareils 
et de la répartition équilibrée des groupes de traitement dans les proto
coles d'essai 

! Brève justification explicitant les éventuelles décisions impliquant une 
appréciation professionnelle 

! Description détaillée de toutes les observations comportementales/fonc
tionnelles, neuropathologiques et morphométriques par sexe et par 
groupe de dose, y compris augmentations et diminutions par rapport 
aux témoins 

! Poids du cerveau 

! Tout diagnostic, réalisé sur la base de signes et de lésions neurolo
giques, y compris maladies ou affections d'origine naturelle 

! Images d'observations représentatives 

! Images à faible grossissement permettant d'évaluer l'homologie des 
coupes utilisées pour la morphométrie 
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! Traitement statistique des résultats, notamment modèles statistiques 
employés pour analyser les données, et résultats, qu'ils soient significa
tifs ou non 

! Lien entre chaque effet toxique et la conclusion proposée sur le potentiel 
neurotoxique de la substance d'essai, par sexe et par groupe de dose 

! Répercussions de toutes les informations toxicocinétiques sur les conclu
sions 

! Données démontrant la fiabilité et la sensibilité de la méthode de l'essai 
(c'est-à-dire, résultats des témoins positifs et historiques) 

! Relations éventuelles entre les effets neuropathologiques et fonctionnels 

! CSENO ou dose de référence pour les mères et les petits, par sexe et 
groupe de dose 

! Discussion sur l'interprétation générale des données sur la base des 
résultats, dont une conclusion indiquant si la substance chimique est 
responsable ou non d'une neurotoxicité pour le développement, et préci
sant la CSENO 

Paramètres de la cohorte 3 

! Concentration sérique des anticorps IgM (sensibilisation avec GRM ou 
KLH), ou nombre de CFP dans la rate en réponse aux IgM (sensibili
sation avec GRM) 

! Confirmation de la performance de l'essai de réponse anticorps dépen
dante des lymphocytes T dans le cadre du processus d'optimisation par 
le laboratoire qui conduit l'essai pour la première fois, puis périodique
ment (par exemple tous les ans) par l'ensemble des laboratoires 

! Discussion sur l'interprétation générale des données sur la base des 
résultats, dont une conclusion indiquant si la substance chimique est 
responsable ou non d'une immunotoxicité pour le développement, et 
précisant la CSENO 

Discussion des résultats 

Conclusions, y compris CSENO concernant les parents et les descendants 

Toutes les informations ne résultant pas de l'étude mais utiles pour inter
préter les résultats (par exemple similitude des effets avec ceux d'autres 
neurotoxiques connus), sont également fournies. 

Interprétation des résultats 

80. L'étude étendue de toxicité pour la reproduction sur une génération fournit 
des informations sur les effets de l'exposition répétée à une substance 
chimique durant toutes les phases du cycle de reproduction, si besoin est. 
Elle livre notamment des informations sur l'appareil reproducteur et sur 
divers paramètres d'évaluation des effets sur le développement, la crois
sance, la survie et les fonctions des descendants jusqu'au JPN 90. 

81. L'interprétation des résultats de cette étude tient compte de toutes les infor
mations disponibles sur la substance chimique, notamment ses propriétés 
physico-chimiques, toxicocinétiques et toxicodynamiques, les données perti
nentes disponibles sur les analogues de structure et les résultats des études 
de toxicité antérieures sur la substance d'essai (par exemple toxicité aiguë, 
toxicité après application répétée, études mécanistiques et études visant à 
repérer d'éventuelles différences qualitatives et quantitatives des propriétés 
métaboliques in vivo/in vitro d'une espèce à une autre). Il convient, si 
possible, d'interpréter les résultats de la nécropsie macroscopique et de la 
pesée des organes à la lumière des observations effectuées dans d'autres 
études à doses répétées. On pourra éventuellement expliquer le ralentisse
ment de la croissance des descendants par une influence de la substance 
d'essai sur la composition du lait (29). 
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Cohorte 2 (neurotoxicité pour le développement) 

82. Les résultats des évaluations neurocomportementales et neuropathologiques 
sont interprétés à la lumière de tous les effets observés, selon une démarche 
fondée sur le poids de la preuve et le jugement d'experts. Il convient 
d'inclure dans la discussion les types d'effets comportementaux ou morpho
logiques éventuellement observés, ainsi que les preuves d'une relation 
dose-effet. Cette caractérisation devra englober l'évaluation de la neurotoxi
cité pour le développement, provenant notamment d'études épidémiolo
giques sur l'homme ou de rapports d'études de cas et d'études animales 
expérimentales (par exemple données toxicocinétiques, informations sur la 
relation structure-activité, données issues d'autres études de toxicité). L'éva
luation des résultats comprendra une discussion analysant la signification 
biologique et la signification statistique. Elle inclura, le cas échéant, la 
relation entre les altérations neuropathologiques et comportementales obser
vées. Pour orienter l'interprétation des résultats relatifs à la neurotoxicité 
pour le développement, voir la méthode d'essai B.53 de l'OCDE (35) et 
l'article de Tyl e.a. de 2008 (31). 

Cohorte 3 (immunotoxicité pour le développement) 

83. La suppression ou la stimulation de la fonction immune évaluée par l'essai 
de réponse anticorps dépendant des lymphocytes T est interprétée à la 
lumière de l'ensemble des observations effectuées. La signification des 
résultats de cet essai pourrait être appuyée par d'autres effets sur divers 
indicateurs associés aux facteurs immunologiques (comme la cellularité de 
la moelle osseuse, le poids et l'histopathologie des tissus lymphoïdes, la 
distribution des sous-populations lymphocytaires). Les effets mis en 
évidence par l'essai de réponse anticorps dépendant des lymphocytes T 
sont susceptibles d'être moins significatifs quand d'autres toxicités se mani
festent à des concentrations d'exposition inférieures. 

84. Pour l'interprétation des résultats des études de la toxicité pour la reproduc
tion et de la neurotoxicité, il est recommandé de consulter le document 
d'orientation n o 43 de l'OCDE (26). 
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Appendice 1 

Mesures et observations incluses dans la batterie d'observations fonctionnelles (cohorte 2A) 

Cage d'hébergement et plan ouvert Manipulation Physiologie 

Posture Facilité à saisir Température 

Mouvements spasmodiques et 
contractures involontaires 

Facilité à manipuler Poids corporel 

Fermeture palpébrale Tonicité musculaire Réflexe pupillaire 

Piloérection Réponse à l'approche Taille de la pupille 

Salivation Réponse au toucher 

Larmoiement Réponse auditive 

Vocalisations Réponse au pincement de la 
queue 

Cabrage Réflexe de redressement 

Démarche anormale Étalement du pied posé sur le 
sol 

Éveil Force de préhension des 
pattes antérieures 

Stéréotypie Force de préhension des 
pattes postérieures 

Comportement bizarre 

Taches 

Respiration anormale 
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Appendice 2 

DÉFINITIONS 

Substance chimique: une substance ou un mélange. 

Substance d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé 
suivant la présente méthode d'essai. 
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B.57. ESSAI DE STEROÏDOGENESE H295R 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice pour les 
essais de produits chimiques n o 456 (2011) de l'OCDE. L'OCDE a lancé en 
1998 une activité à caractère hautement prioritaire visant à réviser les lignes 
directrices existantes ou à en établir de nouvelles concernant le dépistage et 
l'essai des substances susceptibles d'avoir des effets perturbateurs sur le 
système endocrinien. Le «Cadre conceptuel de l'OCDE pour les essais et 
l'évaluation des produits chimiques perturbateurs endocriniens» de 2002 
comprend cinq niveaux, chacun d'entre eux correspondant à un degré de 
complexité biologique différent (1). L'essai de stéroïdogenèse H295R in 
vitro (H295R) décrit dans la présente méthode d'essai utilise une lignée 
cellulaire H295R de carcinome surrénalien humain (cellules NCI-H295R) 
et constitue un «essai in vitro fournissant des données mécanistiques» de 
niveau 2, à des fins de détection et de hiérarchisation. Le développement et 
la normalisation de l'essai en tant que détecteur des effets des substances 
chimiques sur la stéroïdogenèse, et en particulier la production de 17 - 
estradiol (E2) et de testostérone (T), ont été réalisés en plusieurs étapes. 
L'essai H295R a été optimisé et validé (2) (3) (4) (5). 

2. L'essai de stéroïdogenèse H295R a pour but de détecter les substances 
chimiques qui influent sur la production d'E2 et de T. Il vise à identifier 
les xénobiotiques qui ont pour site(s) cible(s) les composantes endogènes 
constituant la voie biochimique intracellulaire qui conduit, par une suite de 
réactions, du cholestérol à la production d'E2 et/ou de T. L'essai H295R ne 
vise pas à identifier les substances qui influent sur la stéroïdogenèse en 
raison de leurs effets sur l'axe hypothalamo-hypophysaire- 
gonadique (HHG). Il a pour but d'indiquer si, oui ou non, une substance 
chimique est susceptible d'induire ou d'inhiber la production de T et d'E2; il 
est toutefois possible d'obtenir des résultats quantitatifs dans certains cas 
(voir paragraphes 53 et 54). Les résultats de l'essai s'expriment par des 
changements relatifs de la production hormonale par comparaison avec 
les témoins solvant (TS). L'essai ne vise pas à fournir des informations 
mécanistiques spécifiques concernant l'interaction de la substance d'essai 
avec le système endocrinien. Des recherches ont été conduites au moyen 
de la lignée cellulaire afin de déterminer les effets sur des enzymes et des 
hormones intermédiaires particulières comme la progestérone (2). 

3. Les définitions et abréviations utilisées dans cette méthode d'essai sont 
présentées à l'appendice. Un protocole détaillé comprenant des instructions 
sur la façon de préparer les solutions, de cultiver les cellules et d'effectuer 
divers aspects de l'essai est présenté dans les appendices I à III du document 
Multi-Laboratory Validation of the H295R Steroidogenesis Assay to Iden
tify Modulators of Testosterone and Estradiol Production de l'OCDE (4). 

CONSIDÉRATIONS INITIALES ET LIMITATIONS 

4. Cinq enzymes différentes catalysant six réactions différentes interviennent 
dans la biosynthèse des hormones stéroïdiennes sexuelles. La conversion 
enzymatique du cholestérol en prégnénolone par l'enzyme de coupure de la 
chaîne latérale du cholestérol (CYP11A) liée au cytochrome P450 (CYP) 
constitue l'étape initiale d'une série de réactions biochimiques qui aboutis
sent à la synthèse des hormones stéroïdiennes finales. Selon l'ordre des deux 
réactions suivantes, la stéroïdogenèse se divise en deux voies, la voie  5 - 
hydroxystéroïde et la voie  4 -cétostéroïde, qui convergent dans la produc
tion d'androstènedione (figure 1). 

5. L'androstènedione est convertie en testostérone (T) par la 17 -hydroxysté
roïde déshydrogénase (17ß-HSD). La testostérone est à la fois une hormone 
intermédiaire et une hormone finale. Chez les sujets masculins, la T peut 
être convertie en dihydrotestostérone (DHT) par la 5 -réductase, qui se 
trouve dans les membranes cellulaires, l'enveloppe nucléaire et le réticulum 
endoplasmique de tissus cibles de l'action androgénique comme la prostate 
et les vésicules séminales. La DHT est un androgène nettement plus puis
sant que la T et elle est aussi considérée comme une hormone finale. L'essai 
H295R ne mesure pas la DHT (voir paragraphe 10). 
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6. L'enzyme de la voie stéroïdogénique qui convertit les substances androgé
niques en substances "strogéniques est l'aromatase (CYP19). La CYP19 
convertit la T en 17ß-estradiol (E2) et l'androstènedione en "strone. L'E2 et 
la T sont considérés comme des hormones finales de la voie stéroïdogé
nique. 

7. La spécificité de l'activité de lyase de la CYP17 diffère entre les espèces 
pour les substrats intermédiaires. Chez l'homme, l'enzyme favorise les subs
trats de la voie  5 -hydroxystéroïde (prégnénolone), alors que les substrats 
de la voie  4 -cétostéroïde (progestérone) sont favorisés chez le rat (19). Ces 
différences dans l'activité de lyase de la CYP17 expliquent peut-être 
certaines différences entre les espèces dans la réponse aux substances qui 
altèrent la stéroïdogenèse in vivo (6). Les cellules H295 ont montré qu'elles 
reflétaient très fidèlement l'expression de l'enzyme surrénalienne chez 
l'homme adulte et le schéma de production de stéroïdes (20), mais on sait 
qu'elles expriment les enzymes des voies  5 -hydroxystéroïde et  4 -cétosté
roïde pour la synthèse des androgènes (7) (11) (13) (15). 

Figure 1 

Voie stéroïdogénique dans les cellules H295R 

Note: 

Les enzymes sont en italique, les hormones en gras et les flèches indiquent 
la direction de la synthèse. Le fond grisé indique les voies/produits de la 
catégorie des corticostéroïdes. Les voies/produits de la catégorie des 
stéroïdes sexuels sont entourés d'une courbe. CYP = cytochrome P450; 
HSD = hydroxystéroïde déshydrogénase; DHEA = déhydroépiandrostérone. 

8. La lignée cellulaire H295R de carcinome surrénalien humain est un modèle 
in vitro utile pour l'étude des effets sur la synthèse des hormones stéroïdes 
(2) (7) (8) (9) (10). La lignée cellulaire H295R exprime les gènes qui 
codent toutes les enzymes clés pour la stéroïdogenèse mentionnées 
ci-dessus (11) (15) (figure 1). C'est là une propriété unique car l'expression 
in vivo de ces gènes est spécifique au tissu et au stade de développement: 
typiquement, aucun tissu ou stade de développement n'exprime à lui seul 
tous les gènes intervenant dans la stéroïdogenèse (2). Les cellules H295R 
ont les caractéristiques physiologiques de cellules surrénaliennes f"tales 
humaines zonalement indifférenciées (11). Ces cellules représentent un 
système in vitro unique en ce qu'elles ont la capacité de produire toutes 
les hormones stéroïdes qu'on trouve dans le cortex surrénalien adulte et 
dans les gonades, et permettent de tester les effets sur la synthèse des 
corticostéroïdes et sur la production d'hormones stéroïdes sexuelles 
comme les androgènes et "strogènes, bien que l'essai n'ait été validé que 
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pour la détection de la T et de l'E2. Les changements enregistrés par le 
système d'essai sous la forme d'une altération de la production de T et d'E2 
peuvent être le résultat d'une multitude d'interactions différentes des subs
tances d'essai avec les fonctions stéroïdogéniques exprimées par les cellules 
H295R. Cela inclut la modulation de l'expression, de la synthèse ou de la 
fonction des enzymes intervenant dans la production, la transformation ou 
l'élimination des hormones stéroïdes (12) (13) (14). L'inhibition de la 
production d'hormones peut être due à une liaison compétitive directe 
avec une enzyme dans la voie de synthèse, à l'impact sur des cofacteurs 
comme la NADPH (Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate) et 
l'AMPc (Adénosine monophosphate cyclique), et/ou à l'augmentation du 
métabolisme des stéroïdes ou la suppression de l'expression génique de 
certaines enzymes dans la voie de la stéroïdogenèse. Si l'inhibition peut 
être fonction de processus aussi bien directs qu'indirects intervenant dans 
la production des hormones, l'induction agit typiquement de manière indi
recte, par exemple en touchant des cofacteurs comme la NADPH et l'AMPc 
(comme dans le cas de la forskoline), en diminuant le métabolisme des 
stéroïdes (13) et/ou en régulant positivement l'expression des gènes stéroï
dogéniques. 

9. L'essai H295R présente plusieurs avantages: 

! il permet de détecter aussi bien les augmentations que les diminutions 
de la production de T et d'E2, 

! il permet d'apprécier directement l'impact potentiel d'une substance 
chimique sur la viabilité des cellules/la cytotoxicité. C'est là un trait 
important qui permet de faire la distinction entre les effets dus à la 
cytotoxicité et ceux dus à l'interaction directe des produits chimiques 
avec les voies stéroïdogéniques, ce qui n'est pas possible dans les 
systèmes d'explants de tissus composés de multiples types de cellules 
de sensibilité et fonctionnalité variables, 

! il ne nécessite pas l'utilisation d'animaux, 

! la lignée de cellules H295R est commercialement disponible. 

10. Les principales limites de l'essai sont les suivantes: 

! sa capacité métabolique est inconnue mais probablement assez limitée; 
en conséquence, l'essai ne détectera probablement pas les substances qui 
doivent être métaboliquement activées, 

! étant dérivée de tissu surrénal, la H295R possède les enzymes capables 
de produire aussi bien les hormones glucocorticoïdes et minéralocorti
coïdes que les hormones sexuelles; en conséquence, les effets sur la 
production de glucocorticoïdes et de minéralocorticoïdes peuvent 
influer sur les niveaux de T et d'E2 observés dans l'essai, 

! il ne mesure pas la DHT et ne permet donc pas de détecter les subs
tances inhibant la 5 - réductase, auquel cas on peut utiliser l'essai de 
Hershberger (16), 

! l'essai H295R ne détecte pas les substances qui interfèrent avec la 
stéroïdogenèse en affectant l'axe hypothalamo-hypophyso- 
gonadique (HHG), ce qui ne peut être étudié que chez des animaux 
intacts. 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

11. L'essai a pour but la détection des substances chimiques qui influent sur la 
production de T et d'E2. La T est aussi un intermédiaire dans la voie de 
production de l'E2. L'essai peut détecter les produits chimiques qui inhibent 
ou induisent typiquement les enzymes de la voie de la stéroïdogenèse. 
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12. L'essai s'effectue habituellement dans des conditions de culture cellulaire 
standard, sur des plaques de culture à 24 puits. On peut aussi utiliser 
d'autres tailles de plaque pour réaliser l'essai; toutefois, les conditions d'en
semencement et les conditions expérimentales sont ajustées en conséquence 
pour maintenir la conformité aux critères de performance. 

13. Après une période d'acclimatation de 24 heures dans les plaques de culture 
multipuits, les cellules sont exposées pendant 48 heures à 7 concentrations 
de la substance d'essai, au moins en triplicat. Le solvant ainsi qu'un inhi
biteur et un inducteur connus de la production des hormones sont employés 
à une concentration fixe comme témoins négatifs et positifs. À la fin de la 
période d'exposition, on retire le milieu de chaque puits. Immédiatement 
après avoir enlevé le milieu, on analyse la viabilité des cellules de chaque 
puits. Plusieurs méthodes peuvent être utilisées pour mesurer la concentra
tion des hormones dans le milieu, notamment les trousses commerciales de 
dosage des hormones ou des techniques instrumentales comme les systèmes 
combinés de chromatographie en phase liquide et spectrométrie de masse 
(CPL-SM). Les données sont exprimées sous la forme d'un facteur multi
plicatif de changement (fold change) par rapport au témoin solvant et d'une 
concentration minimale avec effet observé (CMEO). Si l'essai est négatif, la 
plus forte concentration testée est indiquée sous la dénomination de 
«concentration sans effet observé» (CSEO). Les conclusions concernant la 
capacité d'une substance chimique d'influer sur la stéroïdogenèse reposent 
sur au moins deux exécutions de l'essai indépendantes. La première peut 
servir à déterminer les ordres de grandeur de concentrations avec un ajus
tement ultérieur de ces concentrations pour les expériences 2 et 3, le cas 
échéant, si l'on rencontre des problèmes de solubilité ou de cytotoxicité ou 
si l'activité de la substance chimique semble se situer à l'extrémité de 
l'intervalle des concentrations testées. 

PROCÉDURE DE CULTURE 

Lignée de cellules 

14. Les cellules NCI-H295R peuvent être obtenues commercialement auprès de 
l'ATCC (American Type Culture Collections), après signature d'un contrat 
de transfert de matériel ( 1 ). 

Introduction 

15. Étant donné que la capacité de production d'E2 des cellules évolue à mesure 
que leur âge/le nombre de passages en culture (repiquages) augmente (2), il 
convient de cultiver les cellules suivant un protocole spécifique avant de les 
utiliser, et de noter le nombre de passages à partir de la décongélation des 
cellules ainsi que le numéro du passage auquel les cellules ont été congelées 
et stockées dans l'azote liquide. Le premier chiffre indique le numéro de 
passage présent et le second, le numéro du passage auquel les cellules ont 
été congelées et stockées. Par exemple, des cellules qui ont été congelées 
après le passage n o 5, et décongelées puis séparées trois fois (4 passages en 
comptant les cellules juste décongelées comme le passage n o 1) après avoir 
été remises en culture ont le numéro de passage 4.5. On trouvera à l'appen
dice I du rapport de validation un exemple de système de numérotation (4). 

16. On utilise un milieu-mère comme base pour le milieu supplémenté et le 
milieu de congélation. Le milieu supplémenté est une composante néces
saire pour cultiver les cellules. Le milieu de congélation est spécifiquement 
conçu pour permettre une congélation des cellules sans impact pour un 
stockage de longue durée. Avant utilisation, le Nu-Serum [ou un sérum 
comparable ayant les mêmes propriétés et dont il a été démontré qu'il 
produit des données satisfaisant aux exigences de performance de l'essai 
et au contrôle de qualité (CQ)], qui est un constituant des milieux supplé
mentés, est analysé pour les concentrations de fond de T et d'E2. La 
préparation de ces solutions est décrite à l'appendice II du rapport de vali
dation (4). 
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17. Après le lancement d'une culture de cellules H295R à partir d'un lot ATCC 
d'origine, les cellules sont cultivées pour 5 passages (c'est-à-dire qu'elles 
sont séparées 4 fois). Les cellules du passage 5 sont alors congelées dans 
l'azote liquide pour stockage. Avant de congeler les cellules, on teste un 
échantillon des cellules du passage 4 précédent dans une plaque CQ (voir 
les paragraphes 36 et 37) pour vérifier si la production basale d'hormones et 
la réponse aux produits témoins positifs satisfont aux critères de CQ de 
l'essai énoncés dans le tableau 5. 

18. Les cellules H295R sont cultivées, congelées et stockées dans l'azote liquide 
pour qu'il y ait toujours des cellules d'âge ou de passage approprié disponi
bles pour la culture et l'utilisation. Après la mise en culture d'un lot de 
cellules nouveau ( 1 ) ou congelé ( 2 ), le nombre maximal de passages accep
table pour l'essai H295R ne dépasse pas 10. Par exemple, pour les cultures 
de cellules à partir d'un lot congelé au passage 5, les numéros de passage 
acceptables iraient de 4.5 à 10.5 compris. Pour la préparation des cellules à 
partir de ces lots congelés, la procédure décrite au paragraphe 19 s'applique. 
Ces cellules sont cultivées pendant au moins quatre (4) passages supplé
mentaires (passage 4.5) avant d'être utilisées dans le test. 

Préparation des cellules à partir du stock congelé 

19. La procédure de préparation des cellules à partir du stock congelé est 
utilisée lorsqu'un nouveau lot de cellules est retiré de l'azote liquide pour 
être cultivé et testé. L'appendice III du rapport de validation (4) décrit cette 
procédure en détail. Les cellules sont retirées de l'azote liquide, rapidement 
décongelées, placées dans un milieu supplémenté dans un tube à centrifu
ger, centrifugées à température ambiante, remises en suspension dans le 
milieu supplémenté et transférées dans un flacon de culture. Le milieu est 
changé le jour suivant. Les cellules H295R sont cultivées dans un incuba
teur à 37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 et le milieu est renouvelé 
2 ou 3 fois par semaine. Quand les cellules ont atteint environ 85 à 90 % de 
confluence, il faut les séparer. Cette séparation est nécessaire pour assurer la 
santé et la croissance des cellules, et pour les préserver en vue de la 
réalisation d'essais biologiques. Les cellules sont rincées 3 fois à la solution 
saline tampon phosphate (PBS, sans Ca 2+ ni Mg 2+ ) et libérées du flacon de 
culture par l'ajout d'une enzyme de décollement appropriée, par exemple la 
trypsine, dans la PBS (sans Ca 2+ ni Mg 2+ ). Dès que les cellules se décollent 
du flacon de culture, il faut stopper l'action de l'enzyme en ajoutant le 
milieu supplémenté dans une proportion de 3 fois le volume utilisé pour 
le traitement par l'enzyme. On place les cellules dans un tube de centrifu
gation, on les centrifuge à température ambiante, on enlève le surnageant et 
on resuspend le culot de cellules dans le milieu supplémenté. On met la 
quantité appropriée de solution de cellules dans le nouveau flacon de 
culture. La quantité de solution de cellules est ajustée de telle sorte que 
les cellules soient confluentes dans les 5 à 7 jours. Le ratio de sous-culture 
recommandé est entre 1:3 et 1:4. La plaque est soigneusement étiquetée. 
Les cellules sont alors prêtes à être utilisées dans l'essai et les cellules en 
excédent sont congelées dans l'azote liquide comme décrit dans le 
paragraphe 20. 
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Congélation des cellules H295R (préparation des cellules pour le 
stockage dans l'azote liquide) 

20. Pour préparer les cellules H295R à la congélation, on suit la procédure 
décrite ci-dessus pour la séparation des cellules jusqu'à l'étape où l'on 
resuspend le culot de cellules formé au fond du tube de centrifugation. 
Ici, on resuspend le culot de cellules dans le milieu de congélation. On 
transfère la solution dans un flacon cryogénique, on l'étiquette convenable
ment et on la congèle à $ 80 °C pendant 24 heures, après quoi le flacon 
cryogénique est transféré vers l'azote liquide pour stockage. L'appendice III 
du rapport de validation (4) expose les détails de cette procédure. 

Mise en plaque et préincubation des cellules pour les tests 

21. Le nombre de plaques de 24 puits, préparées comme indiqué au paragraphe 
19, qui sera nécessaire dépend du nombre de produits chimiques à tester et 
de la confluence des cellules dans les boîtes de culture. En règle générale, 
un récipient de culture (75 cm2) à 80-90 % de confluence fournira suffi
samment de cellules pour 1 à 1,5 plaque (de 24 puits) à une densité cible de 
200 000 à 300 000 cellules par ml de milieu conduisant à une confluence 
d'environ 50-60 % dans les puits à 24 heures (figure 2). C'est typiquement 
la densité de cellules optimale pour la production d'hormones dans l'essai. À 
de plus hautes densités, le profil de production de la T ainsi que de l'E2 est 
altéré. Avant de réaliser l'essai la première fois, il est recommandé de tester 
différentes densités entre 200 000 et 300 000 cellules par ml et de choisir 
pour les expériences ultérieures la densité conduisant à une confluence de 
50-60 % dans les puits à 24 heures. 

Figure 2 

Photomicrographie de cellules H295R à une densité d'ensemencement de 50 & dans une 
plaque de culture à 24 puits à 24 heures, au bord (A) et au centre (B) d'un puits 

22. On retire le milieu du flacon de culture à la pipette et on rince 3 fois les 
cellules à la PBS stérile (sans Ca 2+ ni Mg 2+ ). On ajoute une solution 
d'enzyme (dans la PBS) pour décoller les cellules du flacon de culture. 
Quand le temps approprié pour le décollement des cellules s'est écoulé, il 
faut stopper l'action de l'enzyme en ajoutant le milieu supplémenté dans une 
proportion de 3 fois le volume utilisé pour le traitement par l'enzyme. On 
place les cellules dans un tube de centrifugation, on les centrifuge à tempé
rature ambiante, on enlève le surnageant et on resuspend le culot de cellules 
dans le milieu supplémenté. On calcule la densité de cellules au moyen, par 
exemple, d'un hémocytomètre ou d'un compteur de cellules. La solution de 
cellules est diluée à la densité de mise en plaque souhaitée et soigneusement 
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mélangée pour assurer une densité de cellules homogène. Les cellules sont 
mises en plaque avec 1 ml de solution de cellules par puits et les plaques et 
puits sont étiquetés. Les plaques ensemencées sont incubées à 37 °C dans 
une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 24 heures pour permettre aux 
cellules d'adhérer aux puits. 

EXIGENCES DE CONTRÔLE DE LA QUALITÉ 

23. Il est essentiel que des volumes exacts de solutions et d'échantillons soient 
introduits dans les puits pendant le dosage parce que ces volumes détermi
nent les concentrations utilisées dans les calculs des résultats de l'essai. 

24. Avant le début de la culture des cellules et tout test ultérieur, chaque 
laboratoire démontre la sensibilité de son système de mesure des hormones 
(paragraphes 29-31). 

25. S'il est prévu d'utiliser des systèmes de mesure des hormones à base d'an
ticorps, il faut analyser les produits chimiques à tester en ce qui concerne 
leur potentiel d'interférence avec le système de mesure utilisé pour quanti
fier la T et l'E2, comme indiqué dans le paragraphe 32, avant de commencer 
les tests. 

26. Le DMSO est le solvant recommandé pour cet essai. Si l'on utilise un autre 
solvant, il faut déterminer: 

! la solubilité de la substance d'essai, de la forskoline et du prochloraz 
dans le solvant et 

! la cytotoxicité en fonction de la concentration du solvant. 

Il est recommandé que la concentration maximale admissible de solvant ne 
dépasse pas une dilution au dixième de la plus faible concentration cyto
toxique du solvant. 

27. Avant d'effectuer un test pour la première fois, le laboratoire réalise une 
expérience de qualification démontrant qu'il est capable d'établir et de main
tenir les conditions de culture des cellules et les conditions expérimentales 
appropriées, requises pour tester les produits chimiques, comme il est décrit 
aux paragraphes 33 à 35. 

28. Quand on commence des tests au moyen d'un lot de cellules nouveau, il 
faut exécuter un essai sur une plaque de CQ avant l'utilisation du lot afin 
d'évaluer la performance des cellules, comme il est décrit aux paragraphes 
36 et 37. 

Performance du système de mesure des hormones 

Sensibilité, exactitude, précision de la méthode et réactivité croisée avec la 
matrice de l'échantillon 

29. Chaque laboratoire peut utiliser un système de mesure des hormones de son 
choix pour l'analyse de la production de T et d'E2 par les cellules H295R 
dès lors qu'il satisfait aux critères de performance, y compris la limite de 
quantification (LdQ). En principe, elle est de 100 pg/ml pour la T et de 10 
pg/ml pour l'E2, sur la base des niveaux de base d'hormones observés dans 
les études de validation. Toutefois, des niveaux moindres ou plus élevés 
peuvent être appropriés suivant les niveaux de base d'hormones atteints dans 
le laboratoire d'exécution. Avant de tester des plaques de CQ et des produits 
chimiques, le laboratoire démontre que le système qu'il utilisera peut 
mesurer les concentrations d'hormones dans le milieu supplémenté avec 
une exactitude et une précision suffisantes pour satisfaire aux critères de 
CQ spécifiés dans les tableaux 1 et 5 en analysant le milieu supplémenté 
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dopé par un étalon d'hormone interne. Le milieu supplémenté est dopé par 
au moins 3 concentrations de chaque hormone (par exemple 100, 500 et 
2 500 pg/ml de T; 10, 50 et 250 pg/ml d'E2; ou on peut utiliser, pour les 
plus basses concentrations de dopage par la T et l'E2, les concentrations les 
plus faibles possible sur la base des limites de détection du système de 
mesure des hormones choisi) et analysé. Il convient que les concentrations 
d'hormone mesurées des échantillons non extraits ne diffèrent pas de plus 
de 30 % des concentrations nominales, et que les variations entre les 
mesures répliquées du même échantillon ne dépassent pas 25 % (voir 
aussi le tableau 8 pour des critères de CQ additionnels). Si ces critères 
de CQ sont remplis, on admet que le système de mesure des hormones 
choisi est suffisamment exact et précis et ne comporte pas de réaction 
croisée avec les composants du milieu (matrice de l'échantillon) susceptible 
d'influer significativement sur le résultat de l'essai. Dans ce cas, aucune 
extraction d'échantillons n'est requise avant la mesure des hormones. 

30. Dans le cas où les critères de CQ des tableaux 1 et 8 ne sont pas remplis, il 
peut y avoir un effet de matrice significatif et il faut effectuer une expé
rience en procédant à une extraction sur le milieu dopé. L'appendice II du 
rapport de validation (4) présente un exemple de procédure d'extraction. Les 
mesures des concentrations d'hormones dans les échantillons extraits sont 
faites en triple ( 1 ). Si l'on peut montrer qu'après extraction les composants 
du milieu n'interfèrent pas avec la méthode de détection des hormones 
conformément aux critères de CQ, toutes les expériences ultérieures sont 
conduites au moyen d'échantillons extraits. Si les critères de CQ ne sont pas 
satisfaits après extraction, le système de mesure des hormones utilisé n'est 
pas approprié aux besoins de l'essai de stéroïdogenèse H295R et il faut 
employer une autre méthode de détection des hormones. 

Courbe standard 

31. Les concentrations d'hormones des témoins solvant (TS) se situent dans la 
partie linéaire de la courbe standard. De préférence, les valeurs de TS sont 
proches du centre de la partie linéaire de manière qu'on puisse mesurer 
l'induction et l'inhibition de la synthèse des hormones. Les dilutions du 
milieu (ou des extraits) à mesurer sont choisies en conséquence. La relation 
linéaire est déterminée par une méthode statistique appropriée. 

Test d'interférence des substances chimiques 

32. S'il est prévu d'utiliser des essais à base d'anticorps comme les méthodes 
immunoenzymatiques (ELISA) ou radio-immunologiques (RIA) pour 
mesurer les hormones, il faut tester chaque substance chimique quant à 
son interférence potentielle avec le système de mesure des hormones qui 
doit être employé, avant de commencer à effectuer les essais de substances 
chimiques elles-mêmes [appendice III du rapport de validation (4)], parce 
que certaines de ces substances peuvent interférer avec ces tests (17). S'il se 
produit une interférence  20 % de la production basale d'hormones pour la 
T ou l'E2 telle que déterminée par l'analyse des hormones, le «Test d'inter
férence des substances chimiques avec la mesure des hormones» (décrit 
dans l'appendice III du rapport de validation (4), section 5.0) est effectué 
sur toutes les dilutions de solution mère des substances d'essai afin de 
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déterminer la dose seuil à partir de laquelle une interférence significative (  
20 %) se produit. Si l'interférence est inférieure à 30 %, on peut corriger les 
résultats en conséquence. Si l'interférence dépasse 30 %, les données sont 
invalides et, à ces concentrations, sont rejetées. Si une interférence signifi
cative d'une substance d'essai avec un système de mesure des hormones se 
produit à plusieurs concentrations non cytotoxiques, il faut utiliser un 
système de mesure des hormones différent. Pour éviter l'interférence de 
substances contaminantes, il est recommandé d'extraire les hormones du 
milieu au moyen d'un solvant approprié; on trouvera des méthodes possibles 
dans le rapport de validation (4). 

Tableau 1 

Critères de performance pour les systèmes de mesure des hormones 

Paramètre Critère 

Sensibilité de la méthode de 
mesure 

Limite de quantification (LdQ) 

T: 100 pg/ml; E2: 100pg/ml ( a ) 

Rendement d'extraction des 
hormones (seulement quand l'ex
traction est nécessaire) 

Les taux de récupération moyens (sur 
la base de mesures en triple) pour les 
quantités d'hormone ajoutées ne 
montrent pas un écart supérieur à 
30 % par rapport à la quantité ajou
tée. 

Interférence avec les produits 
chimiques (seulement systèmes à 
base d#anticorps) 

Il convient qu'il n'y ait pas de réac
tivité croisée importante(  30 % de 
la production basale d#hormone 
pour l#hormone considérée) avec 
aucune des hormones produites par 
les cellules ( b ) ( c ) 

( a ) Note: Les limites de la méthode de mesure reposent sur les valeurs de la produc
tion de base d'hormones présentées dans le tableau 5, et elles ont pour base les 
performances. Si une plus grande production basale d'hormones peut être atteinte, 
la limite peut être plus élevée. 

( b ) Certains anticorps de la T et de l'E2 peuvent produire une réaction croisée 
respectivement avec l'androstènedione et l'"strone, à un pourcentage plus élevé. 
Dans ce cas, il n'est pas possible de déterminer exactement les effets sur la 17ß- 
HSD. Toutefois, les données peuvent néanmoins fournir des informations utiles 
concernant les effets sur la production d'"strogènes ou d'androgènes en général. 
Dans ce cas, les données sont exprimées en réponses androgènes/"strogènes au 
lieu d'E2 et T. 

( c ) C'est-à-dire: cholestérol, prégnénolone, progestérone, 11-désoxycorticostérone, 
corticostérone, aldostérone, 17 -prégnénolone, 17 -progestérone, désoxycortisol, 
cortisol, DHEA, androstènedione, "strone. 

Test d'aptitude du laboratoire 

33. Avant de tester des substances chimiques inconnues, un laboratoire démon
tre, en effectuant le test d'aptitude, qu'il est capable d'établir et de maintenir 
les conditions de culture des cellules et les conditions d'expérience appro
priées, requises pour conduire convenablement l'essai. Comme la réussite 
d'un essai est directement liée au personnel de laboratoire qui le conduit, ces 
procédures sont en partie répétées en cas de changement de personnel. 

34. Ce test d'aptitude sera conduit dans les mêmes conditions que celles énon
cées dans les paragraphes 38 à 40 en exposant les cellules à 7 concentra
tions croissantes d'inducteurs et d'inhibiteurs forts, modérés et faibles ainsi 
qu'à une substance chimique négative (voir le tableau 2). Précisément, 
comme l'indique le tableau 2, les produits chimiques à tester sont: la fors
koline (n o CAS 66575-29-9), inducteur fort; le prochloraz (n o CAS 67747- 
09-5), inhibiteur fort; l'atrazine (n o CAS 1912-24-9), inducteur modéré; 
l'aminoglutéthimide (n o CAS 125-84-8), inhibiteur modéré; le bisphénol A 
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(n o CAS 80-05-7), inducteur faible (production d'E2) et inhibiteur faible 
(production de T); la gonadotrophine chorionique humaine (HCG) (n o CAS 
9002-61-3), substance négative. Des plaques distinctes sont testées pour 
tous les produits chimiques suivant le format présenté dans le tableau 6. 
Une plaque de CQ (tableau 4, paragraphes 36 et 37) est incluse à chaque 
exécution quotidienne pour les produits chimiques du test d'aptitude 

Tableau 2 

Substances chimiques du test d'aptitude et concentrations d'exposition 

Substance chimique Concentrations d'essai [ M] 

Prochloraz 0 ( a ), 0,01, 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10 

Forskoline 0 ( a ), 0,03, 0,1, 0,3, 1, 3, 10, 30 

Atrazine 0 ( a ), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

Aminoglutéthimide 0 ( a ), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

Bisphénol A 0 ( a ), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

HCG 0 ( a ), 0,03, 0,1, 1, 3, 10, 30, 100 

( a ) Témoin solvant (DMSO) (0), 1 l DMSO/puits 

L'exposition des H295R aux produits chimiques s'effectue dans des plaques 
à 24 puits durant le test d'aptitude du laboratoire. Le dosage est en  pour 
toutes les doses des produits chimiques d'essai. Les doses sont administrées 
dans le DMSO à 0,1 % (v/v) par puits. Toutes les concentrations d'essai 
sont testées dans des puits en triple (tableau 6). On utilise des plaques 
distinctes pour chaque substance chimique. Une plaque de CQ est incluse 
à chaque exécution quotidienne. 

35. Les analyses de viabilité des cellules et d'hormones sont conduites comme 
indiqué dans les paragraphes 42 à 46. La valeur seuil (concentration mini
male avec effet observé, CMEO) et la décision de classification sont enre
gistrées et comparées aux valeurs du tableau 3. Les données sont considé
rées comme acceptables si elles satisfont aux conditions du tableau 3 pour 
la CMEO et la décision de classification. 

Tableau 3 

Valeurs seuils (CMEO) et décisions de classification pour les substances du test d'aptitude 

n o CAS 
CMEO [ M] Décision de classification 

T E2 T E2 

Prochloraz 67747-09-5  0,1  1,0 + ( a ) (Inhibition) + (Inhibition) 

Forskoline 66575-29-9  10  0,1 + (Induction) + (Induction) 

Atrazine 1912-24-9  100  10 + (Induction) + (Induction) 

Aminoglutéthi
mide 

125-84-8  100  100 + (Inhibition) + (Inhibition) 
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n o CAS 

CMEO [ M] Décision de classification 

T E2 T E2 

Bisphénol A 80-05-7  10  10 + (Inhibition) + (Induction) 

HCG 9002-61-3 n/a n/a Négatif Négatif 

( a ) +, positif 
n/a: non applicable étant donné qu'aucun changement ne doit avoir lieu après l'exposition aux concentrations 
non cytotoxiques du témoin négatif. 

Plaque de contrôle de qualité 

36. La plaque de contrôle de qualité (CQ) est utilisée pour vérifier la perfor
mance des cellules H295R dans des conditions de culture standard et pour 
établir une base de données historique pour les concentrations d'hormone 
dans les témoins solvant et les témoins positifs et négatifs, ainsi que d'autres 
mesures de CQ au cours du temps. 

! Il faut évaluer la performance des cellules H295R au moyen d'une 
plaque de CQ pour chaque lot ATCC nouveau ou après utilisation, 
pour la première fois, d'un stock de cellules précédemment congelées 
sauf si le test d'aptitude du laboratoire (paragraphes 32-34) a été effectué 
avec ce lot de cellules. 

! Une plaque de CQ fournit une évaluation complète des conditions de 
l'essai (par exemple viabilité des cellules, témoins solvant, témoins 
négatifs et positifs, ainsi que la variabilité intra- et interessai) quand 
on teste les produits chimiques et elle fait partie de chaque exécution 
de l'essai. 

37. Le test de CQ s'effectue dans une plaque à 24 puits et suit les mêmes 
procédures d'incubation, de dosage, de viabilité des cellules/cytotoxicité, 
d'extraction des hormones et d'analyse des hormones décrites dans les para
graphes 38 à 46 pour l'essai des produits chimiques. La plaque de CQ 
contient des blancs, des témoins solvant et deux concentrations d'un induc
teur connu (forskoline, 1; 10 ) et d'un inhibiteur connu (prochloraz, 0,1; 
1 M) de la synthèse de l'E2 et de la T. En outre, on utilise du MeOH dans 
certains puits comme témoin positif pour l'essai de viabilité/cytotoxicité. Le 
tableau 4 présente une description détaillée de la disposition de la plaque. 
Les critères à satisfaire sur la plaque de CQ sont énoncés dans le tableau 5. 
Il convient que la production de base d'hormone minimale pour la T et l'E2 
soit atteinte dans les témoins solvant et dans les blancs. 

Tableau 4 

Disposition de la plaque de contrôle de qualité pour tester la performance des cellules 
H295R non exposées et des cellules exposées à un inhibiteur connu (PRO = prochloraz) et 
à un inducteur connu (FOR = forskoline) de la production d'E2 et de T. Quand 
l'expérience d'exposition est terminée et après avoir enlevé le milieu, on ajoute une 
solution de méthanol à 70 & à tous les puits MeOH pour servir de témoin positif 
pour la cytotoxicité [voir l'essai de cytotoxicité dans l'appendice III du rapport de 

validation (4)] 

1 2 3 4 5 6 

A Blanc ( a ) Blanc ( a ) Blanc ( a ) Blanc ( a ) 

(+ MeOH) ( b ) 

Blanc ( a ) 

(+ MeOH) ( b ) 

Blanc ( a ) 

(+ MeOH) ( b ) 

B DMSO ( c ) 

1 l 

DMSO ( c ) 

1 l 

DMSO ( c ) 

1 l 

DMSO ( c ) 

1 l 

(+ MeOH) ( b ) 

DMSO ( c ) 

1 l 

(+ MeOH) ( b ) 

DMSO ( c ) 

1 l 

(+ MeOH) ( b ) 
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1 2 3 4 5 6 

C FOR 1 
M 

FOR 1 
M 

FOR 1 
M 

PRO 0,1 M PRO 0,1 M PRO 0,1 M 

D FOR 10 
M 

FOR 10 
M 

FOR 10 
M 

PRO 1 M PRO 1 M PRO 1 M 

( a ) Les cellules dans les puits blancs ne reçoivent que du milieu (pas de solvant). 
( b ) Le méthanol (MeOH) est ajouté après que l'exposition est terminée et que le milieu a été retiré de ces 

puits. 
( c ) Témoin solvant DMSO (1 l/puits). 

Tableau 5 

Critères de performance pour la plaque de contrôle de qualité 

T E2 

Production de base 
d'hormone dans le 
témoin solvant (TS) 

 5 fois la LdQ  2,5 fois la LdQ 

Induction (10 M fors
koline) 

 1,5 fois le TS  7,5 fois le TS 

Inhibition (1 M 
prochloraze) 

 0,5 fois le TS  0,5 fois le TS 

PROCÉDURE D'EXPOSITION AUX SUBSTANCES CHIMIQUES 

38. On retire les cellules préincubées de l'incubateur (paragraphe 21) et on les 
vérifie au microscope pour s'assurer qu'elles sont en bon état (attachement, 
morphologie) avant le dosage. 

39. On place les cellules dans une enceinte de biosécurité, on enlève le milieu 
supplémenté et on le remplace par un nouveau milieu supplémenté (1 
ml/puits). Le DMSO est le solvant préconisé pour la présente méthode 
d'essai. Au cas où il y aurait des raisons d'utiliser d'autres solvants, il 
faut en présenter la justification scientifique. On expose les cellules à la 
substance d'essai en ajoutant 1 l de la solution mère appropriée dans le 
DMSO [voir l'appendice II du rapport de validation (4)] pour 1 ml de milieu 
supplémenté (volume du puits). Il en résulte une concentration finale de 
0,1 % de DMSO dans les puits. Pour garantir un mélange adéquat, on 
préfère généralement que la solution mère appropriée de la substance 
d'essai dans le DMSO soit mélangée avec le milieu supplémenté pour 
obtenir la concentration finale souhaitée pour chaque dose, et que le 
mélange soit ajouté dans chaque puits immédiatement après avoir enlevé 
l'ancien milieu. Si l'on choisit cette option, il convient que la concentration 
de DMSO (0,1 %) reste la même pour tous les puits. Les puits contenant les 
deux plus fortes concentrations sont examinés visuellement pour détecter la 
formation de précipités ou d'une opacité indiquant une solubilité incomplète 
de la substance d'essai, au moyen d'un microscope stéréoscopique. Si l'on 
observe ce phénomène (opacité, formation de précipités), on examine aussi 
les puits contenant la concentration immédiatement inférieure (et ainsi de 
suite) et il faut exclure de la suite de l'évaluation et de l'analyse les concen
trations non complètement dissoutes. On remet la plaque dans l'incubateur à 
37 °C dans une atmosphère à 5 % de CO2 pendant 48 heures. Le tableau 6 
montre la disposition de la plaque pour les substances d'essai. Les désigna
tions «stock 1» à «stock 7» montrent l'emplacement des doses croissantes 
de la substance d'essai. 
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Tableau 6 

Disposition des doses pour l'exposition des cellules H295R aux substances d'essai dans 
une plaque à 24 puits 

1 2 3 4 5 6 

A DMSO DMSO DMSO Stock 4 Stock 4 Stock 4 

B Stock 1 Stock1 Stock 1 Stock 5 Stock 5 Stock 5 

C Stock 2 Stock 2 Stock 2 Stock 6 Stock 6 Stock 6 

D Stock 3 Stock 3 Stock 3 Stock 7 Stock 7 Stock 7 

40. Après 48 heures on retire les plaques d'exposition de l'incubateur et on 
examine tous les puits au microscope pour observer l'état des cellules 
(attachement, morphologie, degré de confluence) et les signes de cytotoxi
cité. On divise le milieu de chaque puits en deux parties égales (environ 
490 l chacune) et on les transfère dans deux fioles distinctes convenable
ment étiquetées (c'est-à-dire qu'une aliquote fournit un échantillon de 
réserve pour chaque puits). Pour éviter que les cellules ne sèchent, on 
retire le milieu, un rang ou une colonne à la fois, et on le remplace par 
le milieu de l'essai de viabilité des cellules/cytotoxicité. Si l'on ne mesure 
pas immédiatement la viabilité des cellules/cytotoxicité, on ajoute à chaque 
puits 200 l de PBS avec Ca 2+ et Mg 2+ . On congèle les milieux à $ 80 °C 
jusqu'aux opérations ultérieures d'analyse des concentrations d'hormone 
(voir les paragraphes 44-46). La T et l'E2 dans un milieu gardé à $ 
80 °C sont généralement stables pendant au moins 3 mois, mais il convient 
que la stabilité des hormones durant le stockage soit documentée dans 
chaque laboratoire. 

41. Immédiatement après avoir enlevé le milieu, on détermine la viabilité des 
cellules/cytotoxicité pour chaque plaque d'exposition. 

Détermination de la viabilité des cellules 

42. On peut utiliser un essai de viabilité des cellules/cytotoxicité de son choix 
pour déterminer l'impact potentiel de la substance d'essai sur la viabilité des 
cellules. Cet essai doit être capable de fournir une mesure exacte du pour
centage de cellules viables présentes dans un puits, ou il convient de 
démontrer qu'il est directement comparable à/au (une fonction linéaire du) 
Live/Dead® Assay [voir l'appendice III du rapport de validation (4)]. Le 
test MTT [bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5- diphényl tétrazo
lium] est un autre essai dont on a montré qu'il fonctionne bien également 
(18). L'évaluation de la viabilité des cellules au moyen des méthodes préci
tées est une mesure relative qui ne présente pas nécessairement une relation 
linéaire avec le nombre absolu de cellules dans un puits. En conséquence, 
l'analyste effectue parallèlement une évaluation visuelle subjective de 
chaque puits, et des photos numériques des TS et des deux concentrations 
non cytotoxiques les plus élevées sont prises et archivées de manière à 
permettre, si nécessaire, une évaluation ultérieure de la densité exacte des 
cellules. S'il ressort de l'inspection visuelle ou de l'essai de viabilité/cyto
toxicité qu'il semble y avoir une augmentation du nombre de cellules, il faut 
vérifier l'augmentation observée. Si l'augmentation est confirmée, ce 
point est consigné dans le rapport d'essai. La viabilité des cellules s'exprime 
par rapport à la réponse moyenne dans les TS, considérée correspondre à 
100 % de cellules viables, et est calculée comme il convient selon l'essai de 
viabilité/toxicité cellulaire utilisé. Pour le test MTT, la formule suivante 
peut être utilisée: 
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% de cellules viables = (réponse dans le puits $ réponse moyenne dans les 
puits traités au MeOH [= 100 % de cellules mortes]) ÷ (réponse moyenne 
dans les puits TS $ réponse moyenne dans les puits traités au MeOH 
[= 100 % de cellules mortes]) 

43. Les puits ayant une viabilité inférieure à 80 %, par rapport à la viabilité 
moyenne dans les TS (= 100 % de viabilité), ne sont pas inclus dans 
l'analyse finale des données. L'inhibition de la stéroïdogenèse qui a lieu 
en présence de presque 20 % de cytotoxicité nécessite un examen attentif 
pour s'assurer que la cytotoxicité n'en est pas la cause. 

Analyse des hormones 

44. Chaque laboratoire peut utiliser un système de mesure des hormones de son 
choix pour l'analyse de la T et de l'E2. On peut utiliser les aliquotes de 
réserve du milieu provenant de chaque groupe de traitement pour préparer 
des dilutions amenant la concentration dans la partie linéaire de la courbe 
standard. Comme indiqué au paragraphe 29, chaque laboratoire démontre la 
conformité de son système de mesure des hormones (par exemple ELISA, 
RIA, CPL-SM, CPL-SM/SM) aux critères de CQ en analysant le milieu 
supplémenté dopé par un étalon d'hormone interne avant d'effectuer des 
essais de CQ ou de tester des produits chimiques. Pour s'assurer que les 
composants du système de test n'interfèrent pas avec la mesure des hormones, 
il peut être nécessaire d'extraire les hormones des milieux avant de les 
mesurer (voir le paragraphe 30 pour les conditions dans lesquelles une extrac
tion est ou non requise). Il est recommandé d'effectuer l'extraction suivant les 
procédures de l'appendice III du rapport de validation (4). 

45. Si l'on utilise une trousse de test commerciale pour mesurer la production 
d'hormones, l'analyse des hormones est conduite comme spécifié dans les 
manuels fournis par le fabricant. La plupart des fabricants ont leur propre 
procédure de conduite des analyses d'hormones. Il faut ajuster les dilutions 
des échantillons de telle sorte que les concentrations d'hormone attendues 
pour les témoins solvant se situent au centre de la partie linéaire de la 
courbe standard de l'essai considéré [appendice III du rapport de validation 
(4)]. Les valeurs en dehors de la partie linéaire de la courbe standard sont 
rejetées. 

46. Les concentrations finales d'hormone se calculent comme suit: 

Exemple: 

Extrait: 450 l de milieu 

Reconstitué dans: 250 l de tampon de l'essai 

Dilution dans l'essai: 1:10 (pour amener l'échantillon dans la 
partie linéaire de la courbe standard) 

Concentration d'hormone dans 
l'essai: 

150 pg/ml (déjà ramené à la concentra
tion par ml d'échantillon testé) 

Récupération: 89 % 

Concentration finale d'hormone = (concentration d'hormone [par ml] ÷ 
récupération) (facteur de dilution) 

Concentration finale d'hormone = (150 pg/ml) ÷ (0,89) × (250 l/450 l) × 
10 = 936,3 pg/ml 
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Choix des concentrations de test 

47. On procède à au moins deux exécutions indépendantes de l'essai. À moins 
que des informations antérieures, par exemple sur les limites de solubilité 
ou la cytotoxicité, fournissent une base pour le choix des concentrations 
d'essai, il est recommandé d'espacer les concentrations d'essai pour l'exécu
tion initiale par des intervalles log 10 , avec une concentration maximale de 
10 -3 M. Si la substance chimique est soluble et non cytotoxique aux concen
trations d'essai, et que la première exécution a été négative pour toutes les 
concentrations, cela est confirmé par une nouvelle exécution dans les 
mêmes conditions que la première (tableau 7). Si les résultats de la première 
exécution sont équivoques (c'est-à-dire si le facteur multiplicatif de chan
gement par rapport au TS n'est statistiquement significatif que pour une 
seule concentration) ou positifs (c'est-à-dire si le facteur multiplicatif est 
statistiquement significatif pour au moins deux concentrations adjacentes), 
le test est répété comme l'indique le tableau 7, en affinant les concentrations 
d'essai choisies. Les concentrations d'essai dans les exécutions 2 et 3 (le cas 
échéant) sont ajustées sur la base des résultats de l'exécution initiale en 
affinant les concentrations qui ont généré un effet par un espacement 1/2- 
log (par exemple si l'exécution initiale avec 0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 
1 000  a eu pour résultat une induction à 1 et 10 , les concentrations 
à tester à la deuxième exécution sont 0,1; 0,3; 1; 3; 10; 30; 100 ), à 
moins qu'il ne faille employer des concentrations plus faibles pour trouver 
une CMEO. Dans ce dernier cas, il faut utiliser à la deuxième exécution au 
moins cinq concentrations au-dessous de la concentration la plus faible 
testée à la première exécution, avec une échelle 1/2-log. Si la deuxième 
exécution ne confirme pas la première (c'est-à-dire qu'on n'observe pas de 
significativité statistique à la concentration précédemment testée positive 
± 1 incrément de concentration), il faut exécuter une troisième expérience 
en revenant aux conditions initiales. Des résultats équivoques à la première 
exécution sont considérés comme négatifs si l'effet observé ne peut être 
confirmé dans aucune des deux exécutions suivantes. Les résultats équi
voques sont considérés comme des réponses positives (effet) si la réponse 
peut être confirmée dans au moins une exécution supplémentaire à ± 1 
incrément de concentration près (voir le paragraphe 55 pour la procédure 
d'interprétation des données). 

Tableau 7 

Matrice de décision pour les scénarios de résultats possibles 

Exécution 1 Exécution 2 Exécution 3 Décision 

Scénario Décision Scénario Décision Scénario Positive Négative 

Négatif Confirmer ( a ) Négatif Fin X 

Négatif Confirmer ( a ) Positif Affiner ( b ) Négatif X 

Équivoque ( c ) Affiner ( b ) Négatif Confirmer ( a ) Négatif X 

Équivoque ( c ) Affiner ( b ) Négatif Confirmer ( a ) Positif X 

Équivoque ( c ) Affiner ( b ) Positif X 

Positif Affiner ( b ) Négatif Confirmer ( a ) Positif X 
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Exécution 1 Exécution 2 Exécution 3 Décision 

Scénario Décision Scénario Décision Scénario Positive Négative 

Négatif Confirmer ( a ) Positif Affiner ( b ) Positif X 

Positif Affiner ( b ) Positif Fin X 

( a ) Confirmer l'exécution précédente avec le même plan d'expérience. 
( b ) Réexécuter l'essai avec un espacement 1/2-log des concentrations (en encadrant la concentration pour laquelle on a observé un 

effet significatif dans l'expérience précédente). 
( c ) Le facteur multiplicatif montre une différence statistiquement significative par rapport au TS pour une seule concentration. 

Contrôle de qualité de la plaque de test 

48. En plus des critères afférents à la plaque de CQ, il convient de satisfaire 
d'autres critères de qualité présentés dans le tableau 8 concernant les varia
tions acceptables entre les puits répliqués, les expériences répliquées, la 
linéarité et la sensibilité des systèmes de mesure des hormones, la variabilité 
des mesures d'hormone répliquées d'un même échantillon, et le pourcentage 
de récupération des dopages d'hormone après extraction du milieu (le cas 
échéant; voir le paragraphe 30 concernant les conditions dans lesquelles une 
extraction est requise). Pour être prises en compte dans la suite de l'éva
luation, il convient que les données se situent à l'intérieur des intervalles 
acceptables définis pour chaque paramètre. Si ce n'est pas le cas, il convient 
de noter dans la feuille de travail que les critères de CQ n'ont pas été 
remplis pour l'échantillon en question, et de réanalyser cet échantillon ou 
de le retirer de l'ensemble de données. 

Tableau 8 

Intervalles et/ou variation (&) acceptables pour les paramètres des plaques de test de 
l'essai H295R 

(LdQ: limite de quantification du système de mesure des hormones. CV: coefficient de 
variation; TS: témoin solvant; DPM: désintégrations par minute) 

Comparaison T E2 

Production de base d'hor
mone dans les TS 

Facteur multiplicatif par 
rapport à la LdQ 

 5 fois  2,5 fois 

Expériences d'exposition - 
CV intra-plaque pour les 
TS (puits répliqués) 

Concentrations absolues  30 %  30 % 

Expériences d'exposition 
CV intra-plaques pour les 
TS (expériences répli
quées) 

Facteur multiplicatif  30 %  30 % 

Système de mesure des 
hormones - sensibilité 

Facteur de diminution 
détectable par rapport aux 

TS 

 5 fois  2,5 fois 

Système de mesure des 
hormones - CV des 
mesures répliquées pour 
les TS ( a ) 

Concentrations absolues  25 %  25 % 

Extraction du milieu - 
Récupération de l'étalon 3 

H interne (le cas échéant) 

DPM  65 % du nominal 

( a ) Mesures répliquées d'un même échantillon 
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ANALYSE DES DONNÉES ET COMPTE RENDU 

Analyse des données 

49. Pour évaluer l'augmentation ou la diminution relative de la production 
d'hormones chimiquement altérée, il faut normaliser les résultats sur la 
base de la valeur de TS moyenne de chaque plaque de test et exprimer 
les résultats sous la forme du changement par rapport aux TS de chaque 
plaque. Toutes les données sont exprimées sous la forme d'une moyenne 
± 1 écart type. 

50. Les données relatives aux hormones ne sont incluses dans l'analyse des 
données que pour les puits où la cytotoxicité était inférieure à 20 %. Les 
changements relatifs sont calculés comme suit: 

Changement relatif = (concentration d'hormone dans le puits) ÷ (concen
tration d'hormone moyenne des puits à témoin solvant). 

51. S'il ressort de l'inspection visuelle du puits ou de l'essai de viabilité/cyto
toxicité décrit dans le paragraphe 42 qu'il semble y avoir une augmentation 
du nombre de cellules, il faut vérifier l'augmentation observée. Si l'augmen
tation est confirmée, ce point est consigné dans le rapport d'essai. 

52. Avant de conduire des analyses statistiques, il faut évaluer les hypothèses 
de normalité et d'homogénéité des variances. La normalité est évaluée au 
moyen de graphiques de probabilités standard ou autre méthode statistique 
appropriée (par exemple test de Shapiro-Wilk). Si les données (changements 
relatifs) ne sont pas distribuées suivant une loi normale, il faut essayer de 
les transformer de manière à approcher une distribution normale. Si les 
données suivent ou approchent une distribution normale, il faut analyser 
les différences entre les groupes de concentration de la substance chimique 
et les TS au moyen d'un test paramétrique (par exemple test de Dunnett), la 
concentration étant la variable indépendante et la réponse (changement 
relatif), la variable dépendante. Si les données ne suivent pas une distribu
tion normale, il faut utiliser un test non paramétrique approprié (par 
exemple test de Kruskal-Wallis, test de rangs multiunivoque de Steel). 
Les différences sont considérées comme significatives à p  0,05. Les 
évaluations statistiques se font sur la base des valeurs moyennes des puits 
représentant des points de données répliqués indépendants. Il est à prévoir 
que, en raison du large espacement des doses dans la première exécution 
(échelle log10), il ne sera pas possible, dans de nombreux cas, de décrire 
une relation claire concentration-réponse où les deux doses les plus élevées 
soient dans la partie linéaire de la courbe en S. En conséquence, pour la 
première exécution ou tout autre ensemble de données dans ce cas (par 
exemple quand on ne peut estimer une efficacité maximale) on appliquera 
des statistiques à variable fixe de type I, comme décrit ci-dessus. 

53. Si au moins deux points de données se situent dans la partie linéaire de la 
courbe et si l'on peut calculer les efficacités maximales ! comme on le 
prévoit pour certaines des deuxièmes exécutions effectuées avec un espa
cement 1/2-log des concentrations d'exposition ! un modèle probit, logit 
ou autre modèle de régression approprié est utilisé pour calculer les concen
trations efficaces (par exemple CE50 et CE20). 

54. Les résultats sont fournis à la fois sous forme graphique (diagramme à 
barres représentant la moyenne ± 1 écart type) et tabulaire (CMEO/CSEO, 
direction de l'effet et ampleur maximale de la réponse dans la partie 
dose-réponse des données (voir l'exemple de la figure 3). L'appréciation 
des données n'est considérée comme valable que si elle repose sur au 
moins deux expériences exécutées indépendamment. Une expérience est 
considérée comme indépendante si elle a été exécutée à une date différente 
avec un nouvel ensemble de solutions et de témoins. L'intervalle des 
concentrations utilisé dans les exécutions 2 et 3 (si nécessaire) peut être 
adapté à l'appui des résultats de l'exécution 1, afin de mieux définir l'inter
valle dose-réponse contenant la CMEO (voir le paragraphe 47). 
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Figure 3 

Exemple de la présentation et de l'évaluation des données obtenues durant la conduite de l'essai H295R, 
sous forme graphique et tabulaire 

[Les astérisques indiquent des différences statistiquement significatives par rapport au témoin solvant (p 
\ 0,05). CMEO: concentration minimale avec effet observé; changement maximal: ampleur maximale de la 

réponse observée à une concentration quelconque par rapport à la réponse moyenne des TS (= 1)] 

Substance chimique CMEO Changement maximal 

Forskoline 0,01 0,15 fois 

Létrozole 0,001 29 fois 

Procédure d'interprétation des données 

55. Une substance d'essai est jugée positive si le rapport multiplicatif d'induc
tion est statistiquement significatif (p  0,05) par rapport au témoin solvant 
à deux concentrations adjacentes dans au moins deux exécutions de l'essai 
indépendantes (tableau 7). Une substance d'essai est jugée négative après 
deux exécutions négatives indépendantes ou après trois exécutions, dont 
deux négatives et une équivoque ou positive. Si les données générées 
dans trois expériences indépendantes ne correspondent à aucun critère de 
décision énoncé dans le tableau 7, les résultats expérimentaux ne sont pas 
interprétables. Les résultats à des concentrations qui dépassent les limites de 
solubilité ou à des concentrations cytotoxiques ne doivent pas être inclus 
dans l'interprétation des résultats. 

Rapport d'essai 

56. Le rapport d'essai contient les informations suivantes: 

Établissement réalisant l'essai 

! Nom et adresse de l'établissement 

! Directeur de l'étude et autres membres du personnel et leur responsabi
lité dans l'étude 

! Dates de début et de fin de l'étude 
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Substance d'essai, réactifs et témoins 

! Identité (nom/n o CAS, le cas échéant), source, numéro de lot, pureté, 
fournisseur et caractérisation de la substance d'essai, des réactifs et des 
témoins 

! Nature physique et propriétés physicochimiques pertinentes de la subs
tance d'essai 

! Conditions de stockage et méthode et fréquence de la préparation de la 
substance d'essai, des réactifs et des témoins 

! Stabilité de la substance d'essai 

Cellules 

! Source et type des cellules 

! Nombre de passages des cellules (identifiant de passage de cellules) des 
cellules utilisées dans l'essai 

! Description des procédures d'entretien des cultures de cellules 

Exigences préalables à l'essai (le cas échéant) 

! Description et résultats du test d'interférence de la substance chimique 
avec la mesure des hormones 

! Description et résultats des mesures de rendement d'extraction des 
hormones 

! Courbes standard et d'étalonnage pour tous les essais d'analyse à 
conduire 

! Limites de détection pour les essais d'analyse choisis 

Conditions de l'essai 

! Composition des milieux 

! Concentration de la substance d'essai 

! Densité des cellules (concentration des cellules estimée ou mesurée à 24 
heures et 48 heures) 

! Solubilité de la substance d'essai (limite de solubilité, si elle a été 
déterminée) 

! Temps et conditions d'incubation 

Résultats de l'essai 

! Données brutes pour chaque puits pour les témoins et les substances 
d'essai ! chaque mesure répliquée sous la forme des données originales 
fournies par l'instrument utilisé pour mesurer la production d'hormone 
(par exemple densité optique, unités de fluorescence, DPM, etc.) 

! Validation de la normalité ou exposé de la transformation des données 

! Réponses moyennes ± 1 écart type pour les puits mesurés 

! Données de cytotoxicité (concentrations d'essai ayant provoqué la cyto
toxicité) 

! Confirmation de la conformité aux exigences de CQ 
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! Changement relatif par rapport au témoin solvant, corrigé de la cyto
toxicité 

! Diagramme à barres montrant le changement relatif (facteur multiplica
tif) à chaque concentration, l'écart type et la signification statistique 
comme décrit dans les paragraphes 49-54 

Interprétation des données 

! Application de la procédure d'interprétation des données aux résultats et 
discussion des constatations 

Discussion 

! Ressort-il de l'étude des indications quelconques concernant la possibi
lité que les données T/E2 puissent subir l'influence d'effets indirects sur 
la voie des glucocorticoïdes ou des minéralocorticoïdes& 

Conclusions 
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Appendice 

DÉFINITIONS 

CMEO: concentration minimale avec effet observé; la plus faible concentration à 
laquelle la réponse de l'essai est statistiquement différente de celle du témoin 
solvant. 

Confluence: couverture ou prolifération permise aux cellules sur ou dans le 
milieu de culture ou à l'intérieur. 

Contrôle de qualité (CQ): les mesures nécessaires pour s'assurer de la validité 
des données. 

CSEO: concentration sans effet observé; la plus forte concentration testée si 
l'essai ne donne pas de réponse positive. 

CV: coefficient de variation; rapport de l'écart type d'une distribution à sa 
moyenne arithmétique. 

CYP: mono-oxygénases du cytochrome P450; famille de gènes et les d'enzymes 
issues de ces gènes, qui participent à la catalyse de réactions biochimiques 
variées, et notamment à la synthèse et au métabolisme des hormones stéroïdes. 

DPM: désintégrations par minute; nombre d'atomes dans une quantité donnée de 
matière radioactive dont la désintégration est détectée par minute. 

E2: 17 -estradiol, "strogène le plus important dans les systèmes mammifères. 

Exécution indépendante: expérience indépendante caractérisée par un nouvel 
ensemble de solutions et de témoins. 

H295R: cellules de carcinome surrénalien humain, qui ont les caractéristiques 
physiologiques de cellules surrénaliennes f"tales humaines zonalement indiffé
renciées et qui expriment toutes les enzymes de la voie de la stéroïdogenèse. On 
peut les obtenir de l'ATCC. 

LdQ: limite de quantification; la plus faible quantité d'une substance chimique 
qu'on peut distinguer de l'absence de cette substance (valeur de blanc) dans une 
limite de confiance donnée. Pour les besoins de la présente méthode d'essai, la 
LdQ est généralement définie par le fabricant des systèmes d'essai, sauf autre 
spécification. 

Milieu de congélation: utilisé pour congeler et stocker les cellules; il est 
constitué de milieu-mère stock auquel sont ajoutés du BD Nu-Serum et du 
diméthylsulfoxyde. 

Milieu supplémenté: milieu-mère stock plus BD Nu-Serum et ITS+ Premix, voir 
l'appendice II du rapport de validation (4). 

Milieu-mère: base de la préparation d'autres réactifs. Il est constitué d'un 
mélange 1:1 de DMEM (milieu d'Eagle modifié par Dulbecco) et de mélange 
nutritif F-12 de Ham (DMEM/F12) dans du tampon HEPES 15 mM sans rouge 
de phénol ni bicarbonate de soude. Le bicarbonate de soude est ajouté comme 
tampon, voir l'appendice II du rapport de validation (4). 

Partie linéaire: partie de la courbe standard d'un système de mesure d'hormone 
où les résultats sont proportionnels à la concentration de l'analyte présent dans 
l'échantillon. 

Passage (repiquage): nombre de fois où les cellules sont séparées à partir de la 
mise en culture de cellules d'un stock congelé. Le passage initial à partir du stock 
congelé est numéroté «passage 1». Les cellules séparées 1 fois sont numérotées 
«passage 2», etc. 

PBS: solution saline tampon phosphate de Dulbecco. 
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Plaque de contrôle de qualité: plaque à 24 puits contenant deux concentrations 
des témoins positifs et négatifs pour contrôler la performance d'un lot de cellules 
nouveau ou fournir les témoins positifs pour l'essai quand on teste les substances 
chimiques. 

Plaque de test: plaque sur laquelle les cellules H295R sont exposées aux subs
tances d'essai. Les plaques de test contiennent le témoin solvant et la substance 
d'essai à 7 niveaux de concentration en triple. 

Stéroïdogenèse: voie de synthèse conduisant du cholestérol aux diverses 
hormones stéroïdes. Plusieurs intermédiaires de la voie de synthèse des stéroïdes 
comme la progestérone et la testostérone sont des hormones importantes en 
elles-mêmes, mais elles servent aussi de précurseurs à des hormones en aval. 

Substance chimique: une substance ou un mélange. 

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

T: testostérone; un des deux androgènes les plus importants dans les systèmes 
mammifères. 

Trypsine 1X: solution diluée de l'enzyme trypsine, protéase à sérine pancréa
tique, utilisée pour décoller les cellules d'une plaque de culture, voir l'appendice 
III du rapport de validation (4). 
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B.58 ESSAIS DE MUTATIONS GÉNÉTIQUES DES CELLULES 
SOMATIQUES ET GERMINALES DE RONGEURS 

TRANSGÉNIQUES 

INTRODUCTION 

1. La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice pour les 
essais de produits chimiques n o 488 de l'OCDE (2013). Les méthodes 
d'essai de l'Union européenne s'appliquent à toute une série d'essais de 
mutations in vitro permettant de détecter les mutations chromosomiques 
et/ou géniques. Certaines méthodes d'essai permettent de détecter des 
effets in vivo (à savoir les aberrations chromosomiques et la synthèse 
d'ADN non programmée) mais elles ne mesurent pas les mutations géné
tiques. Les essais de mutations chez les rongeurs transgéniques (RTG) 
répondent à ce besoin d'essais in vivo de mutations génétiques à la fois 
pratiques et exploitables à grande échelle. 

2. Les essais de mutations chez les RTG ont fait l'objet d'un examen complet 
(24) (33). Pour ces essais, on utilise des rats et des souris transgéniques qui 
comportent de multiples copies de vecteurs navettes de plasmides ou de 
phages intégrés dans leurs chromosomes. Les transgènes contiennent des 
gènes rapporteurs pour la détection de différents types de mutations induites 
in vivo par les substances d'essai. 

3. On compte les mutations qui se produisent chez un rongeur en retrouvant le 
transgène et en analysant le phénotype du gène rapporteur chez un hôte 
bactérien démuni du gène rapporteur. Les essais de mutations chez les RTG 
permettent de mesurer les mutations induites dans des gènes génétiquement 
neutres présents dans la quasi-totalité des tissus du rongeur. Ces essais 
permettent donc de surmonter un certain nombre d'obstacles qui entravent 
actuellement l'étude de la mutation génétique in vivo dans des gènes endo
gènes (quantité limitée de tissus appropriés pour l'analyse, sélection posi
tive/négative par rapport aux mutations, par exemple). 

4. Les données disponibles démontrent que les transgènes répondent aux muta
gènes de manière similaire aux gènes endogènes, notamment en ce qui 
concerne la détection de substitutions d'une base par une autre, les déca
lages du cadre de lecture et les petites délétions et insertions (24). 

5. Les ateliers internationaux sur les essais de génotoxicité (IWGT) ont 
approuvé la prise en compte des essais pour la détection in vivo des muta
tions génétiques chez les RTG et ont recommandé un protocole de mise en 
application de ces essais (15) (29). La présente méthode d'essai découle de 
ces recommandations. Le document référencé (16) donne une analyse plus 
détaillée des avantages induits par l'emploi de ce protocole. 

6. On prévoit que, à l'avenir, il pourrait être possible de combiner des essais de 
mutations chez les RTG avec une étude de toxicité à doses répétées (cha
pitre B.7 de la présente annexe). Cependant, il est préalablement nécessaire 
d'obtenir des données afin de s'assurer que la sensibilité des essais de 
mutations chez les RTG n'est pas affectée par la réduction de la durée 
entre la fin de la période d'administration et le moment de l'échantillonnage. 
Cette durée est de 1 jour dans les essais de toxicité à doses répétées, alors 
qu'elle est de 3 jours dans les essais de mutations chez les RTG. Des 
données sont aussi requises pour s'assurer que la performance de l'étude 
de toxicité à doses répétées n'est pas affectée par l'utilisation d'une souche 
transgénique à la place de souches de rongeurs traditionnelles. Quand ces 
données seront disponibles, la présente méthode d'essai sera actualisée. 

7. La définition des principaux termes figure dans l'appendice. 
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CONSIDÉRATIONS INITIALES 

8. Les essais de mutations chez les RTG pour lesquels il existe un nombre de 
données suffisant pour permettre de donner un avis favorable à leur utili
sation dans le cadre de la présente méthode d'essai sont les suivants: souris 
bactériophage lacZ (Muta`Mouse); souris plasmide lacZ; souris et rat gpt 
delta (gpt et Spi$); souris et rat lacI (Big Blue®), mis en "uvre dans des 
conditions normales. De plus, l'essai de sélection positive cII peut être 
utilisé pour évaluer les mutations dans les modèles Big Blue® et Muta`
Mouse. Dans les modèles de RTG, le paramètre utilisé pour évaluer la 
mutagenèse est normalement la fréquence des mutants; toutefois, une 
analyse moléculaire des mutations peut, si nécessaire, fournir des informa
tions supplémentaires (voir paragraphe 24). 

9. Ces essais de mutations génétiques in vivo chez les rongeurs sont particu
lièrement pertinents pour évaluer le risque mutagène dans la mesure où les 
réponses qu'ils apportent dépendent du métabolisme in vivo, de la pharma
cocinétique, des processus de réparation de l'ADN et de la synthèse d'ADN 
de translésion, bien que ces paramètres varient selon les espèces, selon les 
tissus et selon les types de dommages subis par l'ADN. Un essai in vivo de 
mutations génétiques sert à analyser plus en détail un effet mutagène détecté 
par un système in vitro et à effectuer un suivi des résultats d'essais utilisant 
d'autres indicateurs in vivo (24). Outre le fait qu'elles soient mises en cause 
dans l'apparition de cancers, les mutations génétiques constituent un indi
cateur pertinent pour prédire les pathologies non cancéreuses des tissus 
somatiques dues à des facteurs mutagènes (12) (13) ainsi que les patholo
gies transmises par le biais des cellules germinales. 

10. Si des éléments prouvent que la substance d'essai ou un métabolite pertinent 
n'atteindra aucun des tissus d'intérêt, il n'est pas opportun d'avoir recours à 
l'essai de mutations chez les RTG. 

PRINCIPE DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

11. Dans les essais décrits au paragraphe 8, le gène cible est d'origine bacté
rienne ou bactériophagique, et sa récupération à partir de l'ADN génomique 
du rongeur se fait par introduction du transgène dans un vecteur navette de 
bactériophages  ou de plasmides. Cette procédure implique l'extraction de 
l'ADN génomique du tissu d'intérêt du rongeur, le traitement in vitro de 
l'ADN génomique (à savoir l'encapsidation des vecteurs  ou la ligature et 
l'électroporation des plasmides pour retrouver le vecteur navette) et la détec
tion ultérieure des mutations subies par les hôtes bactériens dans des condi
tions appropriées. Les essais emploient des transgènes neutres faciles à 
retrouver à partir de la plupart des tissus. 

12. L'essai de base de mutations chez les RTG implique d'administrer une 
substance chimique au rongeur pendant un certain temps. Toute voie d'ad
ministration appropriée est autorisée, y compris l'implantation (essais de 
dispositifs médicaux, par exemple). La période totale de traitement d'un 
animal est appelée la période d'administration. L'administration est généra
lement suivie d'une période, antérieure au sacrifice, au cours de laquelle la 
substance d'essai n'est pas administrée et au cours de laquelle les lésions 
d'ADN non réparées se fixent sous forme de mutations stables. Dans la 
littérature, cette période est désignée sous diverses appellations telles que la 
période de manifestation, la période de fixation ou la période d'expression; 
la fin de cette période marque le moment de l'échantillonnage (15) (29). 
Après le sacrifice de l'animal, l'ADN génomique est isolé du (des) tissus(s) 
d'intérêt puis purifié. 
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13. Les données relatives à un seul tissu par animal, issues d'encapsidations/de 
ligatures multiples sont généralement agrégées, et la fréquence des mutants 
est généralement évaluée par le biais d'un nombre total d'unités formant 
plage ou d'unités formant colonie compris entre 10 5 et 10 7 . En cas de 
recours à des méthodes de sélection positive, le nombre total d'unités 
formant plage est déterminé à l'aide d'un ensemble séparé de plages non 
sélectives. 

14. Les méthodes de sélection positive ont été développées pour qu'on puisse 
détecter plus facilement les mutations du gène gpt [souris et rat gpt delta, 
phénotype gpt $ (20) (22) (28)] et du gène lacZ [Muta`Mouse ou souris 
plasmide lacZ (3) (10) (11) (30)], tandis que les mutations du gène lacI chez 
les animaux Big Blue® sont détectées par le biais d'une méthode non 
sélective qui permet d'identifier les mutants en générant des plages de 
couleur (bleue). Les méthodes de sélection positive permettent également 
de détecter les mutations ponctuelles du gène cII du bactériophage  utilisé 
comme vecteur navette [souris ou rat Big Blue®, Muta`Mouse (17)] et les 
délétions sur les gènes  red et gam [sélection Spi$ chez souris et rat gpt 
delta) (21) (22) (28)]. On obtient la fréquence des mutants en divisant le 
nombre de plages/plasmides contenant les mutations qui se produisent dans 
le transgène par le nombre total de plages/plasmides retrouvés dans un 
même échantillon d'ADN. Dans les études de mutations chez les RTG, la 
fréquence des mutants est le paramètre observé. De plus, une fréquence de 
mutation peut être déterminée sous forme de fraction de cellules portant des 
mutations indépendantes; ce calcul nécessite de corriger l'expansion clonale 
par séquençage des mutants retrouvés (24). 

15. Les mutations notées dans les essais de mutations ponctuelles lacI, lacZ, cII 
et gpt consistent essentiellement en substitutions d'une base par une autre, 
en décalages du cadre de lecture et en petites insertions/délétions. La part 
relative de ces types de mutations dans les mutations spontanées est simi
laire à celle observée pour le gène endogène Hprt. On observe des délétions 
importantes uniquement avec les essais de sélection du gène Spi$ et de 
plasmides du gène lacZ (24). Les mutations qui nous préoccupent sont les 
mutations in vivo chez la souris ou le rat. Les mutations in vitro et ex vivo, 
qui peuvent se produire lors de la récupération des phages/plasmides, de la 
réplication ou de la réparation sont relativement rares et peuvent, dans 
certains systèmes, être spécifiquement identifiées ou exclues par l'hôte 
bactérien ou le système de sélection positive. 

DESCRIPTION DE LA MÉTHODE D'ESSAI 

Préparations 

Sélection de l'espèce animale 

16. On dispose actuellement de divers modèles de détection des mutations 
génétiques chez les souris transgéniques, et ces systèmes continuent d'être 
plus souvent utilisés que les modèles impliquant des rats transgéniques. Si 
le rat se révèle manifestement plus adapté que la souris pour l'étude (par 
exemple si l'on étudie le mécanisme de la cancérogenèse d'une tumeur 
constatée uniquement chez les rats, pour établir une corrélation avec une 
étude de toxicité chez les rats ou si l'on sait que le métabolisme des rats est 
plus représentatif du métabolisme humain), le recours à des modèles impli
quant des rats transgéniques est envisagé. 

Conditions d'encagement et d'alimentation 

17. La température de la salle d'expérimentation animale est idéalement de 
22 °C (± 3 °C). Si l'humidité relative est de 30 % au minimum et, de 
préférence, de 70 % au maximum, sauf pendant le nettoyage de la salle, 
l'objectif est de maintenir une humidité relative de 50-60 %. La lumière est 
artificielle, avec une séquence quotidienne de 12 heures de lumière et de 12 
heures d'obscurité. Les aliments classiques pour animaux de laboratoire 
peuvent être utilisés et l'eau potable est fournie à satiété. Le choix des 
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aliments peut être influencé par la nécessité d'assurer une bonne incorpora
tion de la substance chimique dans la nourriture si l'administration se fait 
par cette voie. Les animaux sont mis en cage par petits groupes (de cinq au 
maximum) du même sexe si aucun comportement agressif n'est à craindre. 
Les animaux peuvent être encagés individuellement si cela est justifié sur le 
plan scientifique. 

Préparation des animaux 

18. De jeunes adultes en bonne santé et sexuellement matures (âgés de 8-12 
semaines au début du traitement) sont répartis au hasard dans les groupes 
témoins et les groupes de traitement. Les animaux sont identifiés indivi
duellement. Les animaux sont gardés dans leurs cages pendant au moins 5 
jours avant le commencement de l'étude, de façon à les acclimater aux 
conditions du laboratoire. Les cages sont disposées de telle manière qu'il 
n'y ait pas d'effets dus à l'emplacement des cages. Au début de l'étude, il 
convient que la variation pondérale des animaux soit minimale et ne 
dépasse pas ± 20 % du poids moyen de chaque sexe. 

Préparation des doses 

19. Les substances d'essai solides sont dissoutes, mises en suspension dans des 
solvants ou véhicules appropriés ou incorporées dans les aliments ou dans 
l'eau de boisson avant d'être administrées aux animaux. Les substances 
d'essai liquides peuvent être administrées directement ou diluées avant 
d'être administrées. En cas d'exposition par inhalation, les substances 
d'essai peuvent être administrées sous forme de gaz, de vapeur ou d'aérosol 
solide ou liquide en fonction de leurs propriétés physico-chimiques. Il faut 
utiliser des préparations fraîches, sauf si l'on dispose de données qui démon
trent la stabilité des préparations dans les conditions du stockage. 

Conditions expérimentales 

Solvant/véhicule 

20. Il convient que le solvant/véhicule n'ait pas d'effets toxiques aux volumes 
de dose administrés et ne soit pas suspecté de réaction chimique avec la 
substance d'essai. Le recours à des solvants/véhicules inhabituels fait l'objet 
de justification par des données de référence faisant état de leur compati
bilité. On recommande d'envisager d'abord l'utilisation d'un solvant/véhicule 
aqueux chaque fois que c'est possible. 

Témoins positifs 

21. Des animaux témoins positifs sont normalement inclus simultanément dans 
l'essai. Cependant, pour les laboratoires ayant fait preuve de leur compé
tence (voir paragraphe 23) et qui utilisent ces essais en routine, l'ADN 
d'animaux témoins positifs traités précédemment peut être pris en compte 
dans chaque étude pour confirmer la réussite de la méthode. Il convient que 
cet ADN issu d'expériences précédentes provienne de la même espèce et des 
mêmes tissus d'intérêt, et soit stocké dans de bonnes conditions (voir para
graphe 36). Quand des témoins positifs sont inclus simultanément dans 
l'essai, il n'est pas nécessaire de les administrer par la même voie que 
celle de la substance d'essai; toutefois, il convient d'avoir la certitude que 
les témoins positifs induisent des mutations dans un ou plusieurs tissus 
d'intérêt pour la substance d'essai. Les doses des substances testées utilisées 
comme témoins positifs sont sélectionnées de manière à produire des effets 
faibles ou modérés qui permettent d'évaluer de manière critique les perfor
mances et la sensibilité de l'essai. Des exemples de substances utilisées 
comme témoins positifs et de certains de leurs tissus cibles figurent dans 
le tableau 1. 
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Tableau 1 

Exemples de substances utilisées comme témoins positifs et de certains de leurs tissus cibles 

Substance servant de témoin 
positif et no CAS 

Dénomination Einecs et no 
Einecs 

Caractéristiques 
Tissu cible de la mutation 

Rat Souris 

N-nitroso-N-éthylurée 

[no CAS 759-73-9] 

N-éthyl-N-nitrosurée 

[212-072-2] 

Mutagène à action 
directe 

Foie, 
poumons 

Moelle osseuse, 
côlon, épithélium 
du côlon, intestins, 
foie, poumons, rate, 
rein, cellules de 
granulosa entourant 
l'ovocyte, cellules 
germinales mâles 

Carbamate d'éthyle (uré
thane) 

[no CAS 51-79-6] 

Uréthane 

[200-123-1] 

Mutagène, néces
site d'être métabo
lisé mais ne 
produit que des 
effets faibles 

Moelle osseuse, 
secteur gastrique 
antérieur, intestin 
grêle, foie, 
poumons, rate 

Toluène-2,4-diamine 

[no CAS 95-80-7] 

4-méthyl-m-phénylène
diamine 

[202-453-1] 

Mutagène, néces
site d'être métabo
lisé, positif égale
ment dans l'essai 
Spi$ 

Foie Foie 

Benzo[a]pyrène 

[no CAS 50-32-8] 

Benzo[def]chrysène 

[200-028-5] 

Mutagène, néces
site d'être métabo
lisé 

Foie, 
épiploon 

Moelle osseuse, 
glandes mammaires, 
côlon, secteur 
gastrique antérieur, 
estomac glandulaire, 
c"ur, foie, 
poumons, cellules 
germinales mâles 

Témoins négatifs 

22. Les témoins négatifs, traités seulement avec le solvant ou avec le véhicule, 
et sinon traités de manière identique aux groupes témoins, sont inclus à 
chaque moment d'échantillonnage. En l'absence de données significatives 
observées ou publiées montrant que le solvant/véhicule choisi n'induit pas 
d'effets délétères ou mutagènes, des témoins non traités sont également 
inclus à chaque moment d'échantillonnage afin d'établir l'acceptabilité du 
témoin contenant le véhicule. 

Vérification des compétences du laboratoire 

23. La compétence à mener ces essais est établie sur la base d'informations 
démontrant l'aptitude à reproduire les résultats escomptés à partir des 
données publiées (24) concernant: 1) les fréquences de mutants avec les 
substances des contrôles positifs (réponses faibles comprises) telles que 
celles énumérées dans le tableau 1, les non mutagènes et les témoins 
contenant le véhicule et 2) la récupération des transgènes de l'ADN géno
mique (efficacité de l'encapsidation, par exemple). 

Séquençage des mutants 

24. Pour les applications réglementaires, le séquençage de l'ADN des mutants 
n'est pas obligatoire, notamment en cas de résultat nettement positif ou 
négatif. Néanmoins, les données de séquençage peuvent être utiles si l'on 
observe de grandes variations entre les individus. Dans ces cas-là, le 
séquençage peut servir à exclure l'hypothèse de jackpots ou de clonages 
en permettant d'identifier la proportion de mutants uniques dans un tissu 
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particulier. Le séquençage de 10 mutants environ par tissu et par animal 
suffit à déterminer si les mutants clonaux contribuent à la fréquence des 
mutants; séquencer jusqu'à 25 mutants peut se révéler nécessaire pour 
corriger mathématiquement les aspects de clonalité dans la fréquence des 
mutants. Le séquençage des mutants peut également être envisagé si l'on 
constate que la fréquence des mutants est en légère augmentation (la 
fréquence est alors légèrement supérieure aux valeurs des témoins non 
traités). Des différences en matière de spectre de mutants entre les colonies 
de mutants des animaux traités et des animaux non traités peuvent appuyer 
l'hypothèse d'un effet mutagène (29). De plus, les spectres de mutation 
peuvent servir à développer des hypothèses mécanistiques. Si le séquençage 
fait partie du protocole d'essai, la conception de l'essai fait l'objet d'une 
attention particulière, notamment en ce qui concerne le nombre de 
mutants séquencés par échantillon pour obtenir l'efficacité adéquate selon 
le modèle statistique utilisé (voir paragraphe 43). 

DÉROULEMENT DE L'ESSAI 

Nombre et sexe des animaux 

25. Un nombre suffisamment important d'animaux est prévu afin d'obtenir l'ef
ficacité statistique nécessaire pour détecter une fréquence de mutants au 
moins multipliée par deux. Chaque groupe contient au moins 5 animaux; 
toutefois, si l'efficacité statistique est insuffisante, on utilise un plus grand 
nombre d'animaux, selon les besoins. On a normalement recours à des 
mâles. Dans certains cas, le recours exclusif à des femelles peut être justifié, 
par exemple si l'essai porte sur des médicaments qui concernent spécifique
ment la femme dans l'espèce humaine, ou si l'étude porte spécifiquement sur 
le métabolisme féminin. En cas de différences significatives entre les sexes 
en matière de toxicité ou de métabolisme, on utilisera à la fois des mâles et 
des femelles. 

Période d'administration 

26. Sachant que les mutations s'accumulent au fil des traitements, un régime de 
doses répétées est nécessaire, à raison de traitements quotidiens pendant 28 
jours. Cette démarche est généralement jugée acceptable à la fois pour 
produire une accumulation suffisante de mutations par des mutagènes 
faibles et pour fournir une durée d'exposition adéquate pour la détection 
des mutations dans les organes à prolifération lente. D'autres régimes de 
traitement peuvent être adaptés pour certaines évaluations, et il convient que 
ces autres calendriers de dosage soient scientifiquement justifiés dans le 
protocole. Les traitements ne sont pas plus courts que le temps nécessaire 
à l'induction complète de l'ensemble des enzymes impliquées dans les 
métabolismes mis en jeu, et les traitements de plus courte durée peuvent 
nécessiter le recours à des moments d'échantillonnage multiples, adaptés 
aux organes dont les taux de prolifération sont différents. Quel que soit 
le cas de figure, toutes les informations disponibles (par exemple celles sur 
la toxicité générale ou le métabolisme et la pharmacocinétique) sont exploi
tées lorsqu'il s'agit de justifier un protocole, en particulier lorsque ce dernier 
dévie des recommandations standard décrites précédemment. S'ils permet
tent certes d'accroître la sensibilité, les traitements de plus de 8 semaines 
sont expliqués clairement et justifiés, car des traitements de longue durée 
peuvent engendrer une augmentation apparente de la fréquence de mutants 
par expansion clonale (29). 

Niveaux de doses 

27. Les niveaux de doses sont déterminés à partir des résultats d'une étude 
préliminaire de détermination des concentrations mesurant la toxicité géné
rale, menée selon la même voie d'exposition, ou à partir de résultats 
d'études de toxicité subaiguë existantes. Des animaux non transgéniques 
appartenant à la même souche de rongeur peuvent être utilisés pour déter
miner ces ordres de grandeur. Dans l'essai principal, pour obtenir des infor
mations sur la relation dose-réponse, une étude complète comporte un 
groupe témoin négatif (voir paragraphe 22) et au moins trois niveaux de 
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doses espacés comme il se doit, sauf si la dose limite a été utilisée (voir 
paragraphe 28). La dose supérieure est la dose maximale tolérée (DMT). La 
DMT est définie comme la dose induisant des signes de toxicité tels que des 
niveaux de doses supérieurs à cette dose, dans les mêmes conditions d'ad
ministration, seraient susceptibles d'avoir des effets létaux. Les substances 
d'essai ayant une activité biologique spécifique à des niveaux de doses 
faibles et non toxiques (telles que les hormones et les mitogènes) et les 
substances d'essai dont les propriétés toxicocinétiques sont saturées peuvent 
être considérées comme des exceptions aux critères de détermination des 
doses et sont évaluées au cas par cas. Les niveaux de doses employés sont 
compris entre «toxicité maximale» et «faible toxicité» voire «absence de 
toxicité». 

Essai limite 

28. Si les essais préliminaires de détermination des concentrations ou les 
données disponibles issues de souches de rongeurs apparentées indiquent 
qu'un régime de traitement égal ou supérieur à la dose limite (voir 
ci-dessous) n'engendre pas d'effets toxiques observables, et si la génotoxi
cité n'est pas escomptée sur la base des données relatives aux substances 
structurellement apparentées, une étude complète utilisant trois niveaux de 
doses peut ne pas être considérée comme nécessaire. Pour une période 
d'administration de 28 jours (soit 28 traitements quotidiens), la dose 
limite est de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour. Pour les périodes d'admi
nistration d'une durée inférieure ou égale à 14 jours, la dose limite est de 
2 000 mg/kg de poids corporel/jour (les calendriers de dosage autres que 28 
traitements quotidiens font l'objet d'une justification scientifique dans le 
protocole; voir paragraphe 26). 

Administration des doses 

29. La substance d'essai est généralement administrée par gavage à l'aide d'une 
sonde gastrique ou d'une canule de tubage adaptée. En général, la voie 
d'exposition humaine anticipée est prise en compte lors de la conception 
d'un essai. Par conséquent, les autres voies d'exposition (eau de boisson, 
sous-cutanée, intraveineuse, topique, inhalation, trachéale, alimentaire ou 
implantation, par exemple) peuvent être acceptables si elles peuvent être 
justifiées. Les injections intrapéritonéales ne sont pas recommandées, car la 
cavité péritonéale n'est pas une voie d'exposition humaine physiologique
ment pertinente. Le volume maximal de liquide qu'on peut administrer par 
gavage ou par injection en une seule prise dépend de la taille de l'animal 
d'essai. Ce volume n'excède pas 2 ml/100 g de poids corporel. Le recours à 
des volumes plus importants fait l'objet de justification. Sauf pour les subs
tances d'essai irritantes ou corrosives, qui auront normalement des effets 
exacerbés à des concentrations plus élevées, il convient de réduire la varia
bilité du volume d'essai par ajustement de la concentration pour garantir un 
volume constant à tous les niveaux de doses. 

Moment d'échantillonnage 

Cellules somatiques 

30. Le moment d'échantillonnage est une variable essentielle car elle dépend de 
la période nécessaire pour que les mutations se fixent. Cette période est 
différente selon les tissus et semble dépendre du temps de renouvellement 
de la population cellulaire, la moelle osseuse et les intestins répondant 
rapidement tandis que le foie répond beaucoup plus lentement. Une 
période de 28 jours de traitements consécutifs (tel qu'indiqué au paragraphe 
26) et un échantillonnage 3 jours après le dernier traitement semblent un 
compromis acceptable pour l'évaluation des fréquences de mutants à la fois 
dans les tissus à prolifération rapide et dans ceux à prolifération lente, bien 
que la fréquence maximale de mutants puisse ne pas se manifester dans les 
tissus à prolifération lente dans ces conditions. Si les tissus à prolifération 
lente sont d'une importance cruciale, un moment d'échantillonnage 28 jours 
après la période d'administration de 28 jours peut se révéler mieux indiqué 
(16) (29). Dans ce cas-là, le moment d'échantillonnage 28 jours après 
remplace le moment d'échantillonnage 3 jours après et fait l'objet d'une 
justification scientifique. 
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Cellules germinales 

31. Les essais chez les RTG conviennent bien à l'étude de l'induction d'une 
mutation génétique chez les cellules germinales mâles (7) (8) (27), pour 
lesquelles la chronologie et la cinétique de la spermatogenèse ont été bien 
définies (27). Le nombre limité d'ovules disponibles pour l'analyse, même 
après une superovulation et le fait qu'il n'y ait pas de synthèse de l'ADN 
dans l'ovocyte empêchent de déterminer, via les essais transgéniques, si les 
cellules germinales femelles ont subi une mutation (31). 

32. Le moment d'échantillonnage pour les cellules germinales mâles est choisi 
de telle sorte que la gamme de types de cellules exposées tout au long du 
cycle de développement des cellules germinales soit échantillonnée et que le 
stade ciblé dans le cadre de l'échantillonnage ait été suffisamment exposé. 
La progression des cellules germinales en développement du stade de 
cellules souches spermatogoniales au stade de sperme mature rejoignant 
le canal déférent/la queue de l'épididyme dure 49 jours environ chez la 
souris (36) et 70 jours environ chez le rat (34) (35). Le sperme collecté 
dans le canal déférent/la queue de l'épididyme après s'y être accumulé 
pendant une période d'exposition de 28 jours, suivie d'une période d'échan
tillonnage de 3 jours (7) (8), représente une population de cellules exposées 
durant approximativement la seconde moitié de la spermatogenèse, popula
tion composée de cellules méiotiques et postméiotiques mais pas de cellules 
spermatogoniales ni de cellules souches. Pour un bon échantillonnage des 
cellules du canal déférent/de la queue de l'épididyme qui étaient des cellules 
souches spermatogoniales pendant la période d'exposition, un moment 
d'échantillonnage supplémentaire à 7 semaines au minimum (souris) ou 
10 semaines au minimum (rat) après la fin de traitement est nécessaire. 

33. Les cellules expulsées des tubes séminifères au bout d'un régime de 28 
jours + 3 jours sont composées d'une population mixte enrichie pour tous 
les stades des cellules germinales en développement (7) (8). L'échantillon
nage de ces cellules pour la détection de mutations génétiques ne fournit 
pas une évaluation aussi précise des stades auxquels les mutations de 
cellules germinales sont induites que l'échantillonnage des spermatozoïdes 
du canal déférent/de la queue de l'épididyme (car toute une série de types de 
cellules germinales sont échantillonnés à partir des tubes et des cellules 
somatiques contaminent cette population cellulaire). Néanmoins, l'échan
tillonnage des cellules à partir des tubes séminifères allié à celui des sper
matozoïdes collectés dans le canal déférent/la queue de l'épididyme au bout 
d'un régime de 28 jours + 3 jours d'échantillonnage permettrait de couvrir, 
dans une certaine mesure, les cellules exposées pendant la majorité des 
phases de développement des cellules germinales et serait utile pour la 
détection de certains des mutagènes agissant sur les cellules germinales. 

Observations 

34. Les animaux font l'objet d'un examen clinique général au moins une fois 
par jour, de préférence aux mêmes heures, en prenant en considération la 
période où les effets prévus devraient être les plus marqués après l'adminis
tration. L'état de santé des animaux est consigné. Au moins deux fois par 
jour, l'ensemble des animaux fait l'objet d'un constat de morbidité et de 
mortalité. Chaque animal est pesé au moins une fois par semaine, et juste 
après avoir été sacrifié. La consommation alimentaire est mesurée au moins 
une fois par semaine. Si la substance d'essai est diluée dans de l'eau avant 
d'être administrée, la consommation d'eau est mesurée à chaque changement 
d'eau et au moins une fois par semaine. Les animaux montrant des signes 
non létaux de toxicité excessive sont euthanasiés avant la fin de l'essai (23). 
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Collecte des tissus 

35. Les arguments invoqués pour justifier la collecte des tissus sont clairement 
définis. Étant donné qu'il est possible d'étudier l'induction de mutations quel 
que soit le tissu, ou presque, les tissus à collecter sont choisis en fonction 
des raisons qui ont motivé la conduite de l'étude et des données existantes 
relatives à la mutagénicité, à la cancérogénicité ou à la toxicité de la subs
tance d'essai soumise à l'étude. La voie d'administration [basée sur la (les) 
voie(s) d'exposition humaine potentielle(s)], la distribution tissulaire prévue 
et le mécanisme d'action possible sont des facteurs importants à prendre en 
considération. En l'absence de documentation générale, plusieurs tissus 
somatiques sont collectés, selon l'intérêt qu'ils représentent. Il s'agira de 
tissus à prolifération rapide, de tissus à prolifération lente et de tissus 
appartenant au site de contact. En outre, les spermatozoïdes du canal défé
rent/de la queue de l'épididyme et les cellules germinales en développement 
des tubes séminifères (tel que décrits aux paragraphes 32 et 33) sont 
collectés et stockés au cas où l'analyse ultérieure de la mutagénicité des 
cellules germinales serait nécessaire. Les organes sont pesés, et pour les 
organes plus gros, la même zone est collectée sur tous les animaux. 

Stockage des tissus et de l'ADN 

36. Les tissus (ou homogénats de tissus) sont stockés à une température infé
rieure ou égale à ! 70 °C et utilisés pour l'isolement de l'ADN avant 
expiration d'un délai de 5 ans. L'ADN isolé, réfrigéré à une température 
de 4 °C dans un tampon approprié est idéalement utilisé pour l'analyse des 
mutations avant expiration d'un délai de 1 an. 

Sélection des tissus pour l'analyse des mutants 

37. Les tissus sont sélectionnés en fonction des critères suivants: 1) la voie 
d'administration ou le site de premier contact (estomac glandulaire en cas 
d'administration par voie orale, poumon en cas d'administration par inhala
tion ou peau en cas d'administration par voie topique, par exemple); 2) les 
paramètres pharmacocinétiques observés dans les études de toxicité géné
rale; ils indiquent l'élimination ou la rétention par les tissus, l'accumulation 
dans les tissus, ou les organes cibles pour la toxicité. Si des études sont 
menées pour faire suite à des études de cancérogénicité, les tissus cibles 
pour la cancérogénicité sont pris en considération. La sélection des tissus à 
analyser doit optimiser la détection de produits chimiques qui sont des 
mutagènes in vitro à action directe, rapidement métabolisés, hautement 
réactifs ou faiblement absorbés, ou pour lesquels le tissu cible est déterminé 
par la voie d'administration (6). 

38. En l'absence de documentation générale, et si l'on tient compte du site de 
contact en fonction de la voie d'administration, la mutagénicité du foie et 
d'au moins un tissu à division rapide (estomac glandulaire, moelle osseuse, 
par exemple) est évaluée. Dans la plupart des cas, ces exigences peuvent 
être respectées par des analyses de deux tissus soigneusement sélectionnés, 
mais, dans certains cas, trois tissus, voire plus, sont nécessaires. S'il y a des 
raisons d'être particulièrement préoccupé par des effets sur les cellules 
germinales, y compris en raison de réponses positives dans les cellules 
somatiques, les mutations dans les tissus de cellules germinales sont 
évaluées. 

Méthodes de mesure 

39. Des méthodes standard de laboratoire ou publiées conçues pour la détection 
des mutants sont à disposition des modèles transgéniques recommandés: 
bactériophage lambda et plasmide lacZ (30); souris lacI (2) (18); souris 
gpt delta (22); rat gpt delta (28); cII (17). Les modifications font l'objet 
d'une justification et sont accompagnées d'une documentation adéquate. Les 
données issues de multiples encapsidations peuvent être agrégées et utilisées 
pour atteindre un nombre de plages ou de colonies adéquat. Toutefois, le 
fait qu'un nombre important de réactions d'encapsidation soit nécessaire 
pour atteindre le nombre de plages approprié peut être un indicateur d'un 
ADN de faible qualité. Dans ces cas-là, la prudence s'impose, car les 
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données peuvent être dépourvues de fiabilité. Le nombre optimal de plages 
ou de colonies par échantillon d'ADN dépend de la probabilité statistique de 
détecter des mutants en nombre suffisant à une fréquence de mutants spon
tanés donnée. En général, un minimum de 125 000 à 300 000 plages est 
nécessaire si la fréquence de mutants spontanés est de l'ordre de 3 × 10 -5 

(15). Pour l'essai lacI (Big Blue®), il importe de démontrer que la gamme 
complète de phénotypes mutants de la couleur peut être détectée par inclu
sion de témoins de la couleur appropriée simultanément à chaque plage. Les 
tissus et les échantillons (items) qui en découlent sont traités et analysés 
selon un schéma par bloc où les items du groupe témoin véhicule/solvant, le 
groupe témoin positif (s'il y en a) ou l'ADN du témoin positif (s'il y a lieu) 
et chaque groupe de traitement sont traités ensemble. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Traitement des résultats 

40. Les résultats individuels pour chaque animal sont présentés sous forme de 
tableaux. L'unité expérimentale est l'animal. Le rapport comporte le nombre 
total d'unités formant plage ou d'unités formant colonie, le nombre de 
mutants et la fréquence des mutants pour chaque tissu de chaque animal. 
En cas de réactions d'encapsidation/de récupération multiples, le nombre de 
réactions par échantillon d'ADN est consigné dans le rapport. S'il convient 
de conserver les données relatives à chaque réaction individuelle, seul le 
nombre total d'unités formant plage ou d'unités formant colonie est consigné 
par écrit. Les données de toxicité et les signes cliniques tels que décrits dans 
le paragraphe 35 sont consignés dans le rapport. Les résultats du séquen
çage sont présentés pour chaque mutant analysé, et les calculs de la 
fréquence de mutation qui en résultent pour chaque animal et chaque 
tissu sont montrés. 

Évaluation statistique et interprétation des résultats 

41. Plusieurs critères, tels qu'une augmentation de la fréquence des mutants liée 
à la dose ou une nette augmentation de la fréquence des mutants dans un 
seul groupe traité par rapport au groupe témoin solvant/véhicule, permettent 
de déterminer un résultat positif. Au moins trois groupes de traitement sont 
analysés pour obtenir des données suffisantes pour l'analyse de la relation 
dose-réponse. Si la pertinence biologique des résultats est considérée 
comme prioritaire, des méthodes statistiques appropriées peuvent servir 
d'aide à l'évaluation des résultats d'essai (4) (14) (15) (25) (26). Les 
méthodes statistiques employées considèrent l'animal comme unité expéri
mentale. 

42. Une substance d'essai dont les résultats ne remplissent pas les critères 
susmentionnés quel que soit le tissu est considérée comme non mutagène 
dans cet essai. Pour la pertinence biologique d'un résultat négatif, il 
convient que l'exposition du tissu soit confirmée. 

43. Pour les analyses du séquençage de l'ADN, un certain nombre de méthodes 
statistiques aident à interpréter les résultats (1) (5) (9) (19). 

44. Le fait d'examiner si les valeurs observées appartiennent ou non à l'ordre de 
grandeur traditionnel peut fournir des indications au moment de l'évaluation 
de la signification biologique de la réponse (32). 
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Rapport d'essai 

45. Le rapport d'essai devrait comporter les informations suivantes: 

Substance chimique 

! Données d'identification et n o CAS, s'il est connu 

! Source, numéro de lot s'il est disponible 

! État physique et pureté 

! Propriétés physico-chimiques pertinentes pour la conduite de l'étude 

! Stabilité de la substance d'essai, si elle est connue 

Solvant/véhicule 

! Justification du choix du véhicule 

! Solubilité et stabilité de la substance d'essai dans le solvant ou véhicule, 
si elles sont connues 

! Préparation des formulations pour administration par l'alimentation, par 
l'eau de boisson ou par inhalation 

! Déterminations analytiques sur les formulations (stabilité, homogénéité, 
concentrations nominales, par exemple) 

Animaux d'expérience 

! Espèce/souche utilisée et justification du choix 

! Nombre, âge et sexe des animaux 

! Source, conditions d'encagement, régime alimentaire, etc. 

! Poids individuel des animaux au début de l'essai, y compris la gamme 
des poids, l'écart moyen et pondéré dans chaque groupe 

Conditions expérimentales 

! Données des témoins positifs et négatifs (solvant/véhicule) 

! Données de l'étude préliminaire de détermination des concentrations 

! Justification du choix des doses employées 

! Détails concernant la formulation de la substance d'essai 

! Détails concernant l'administration de la substance d'essai 

! Justification du choix de la voie d'administration 

! Méthodes de mesure de la toxicité animale, y compris, si elles existent, 
analyses histopathologiques ou hématologiques et fréquence des obser
vations animales et des mesures du poids corporel 

! Méthodes permettant de vérifier que la substance d'essai a atteint le tissu 
cible ou la circulation sanguine en cas de résultats négatifs 
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! Dose réelle (mg/kg de poids corporel/jour) calculée en fonction de la 
concentration (ppm) de la substance d'essai contenue dans la nourriture 
ou l'eau de boisson, et de la consommation, s'il y a lieu 

! Détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau 

! Description détaillée des calendriers de traitement et d'échantillonnage et 
justification des choix 

! Méthode d'euthanasie 

! Procédures d'isolation et de préservation des tissus 

! Méthodes d'isolation de l'ADN génomique des rongeurs, avec récupé
ration du transgène de l'ADN génomique et transfert de l'ADN géno
mique vers un hôte bactérien 

! Source et numéros de lot de toutes les cellules, matériels et de tous les 
réactifs (s'il y a lieu) 

! Méthodes d'énumération des mutants 

! Méthodes d'analyse moléculaire des mutants et utilisation comme 
correctifs pour la clonalité et/ou pour calculer les fréquences de muta
tion, s'il y a lieu 

Résultats 

! État général de l'animal avant et pendant la période d'essai, y compris 
signes de toxicité 

! Poids corporels et poids des organes, après sacrifice 

! Pour chaque tissu/animal, évaluation du nombre de mutants, du nombre 
de plages ou de colonies, fréquence des mutants 

! Pour chaque groupe de tissus/animaux, nombre de réactions d'encapsi
dation par échantillon d'ADN, nombre total de mutants, fréquence 
moyenne des mutants, écart type 

! Relation dose-réponse, si possible 

! Pour chaque tissu/animal, nombre de mutants indépendants et fréquence 
moyenne de mutation si une analyse moléculaire des mutations a été 
menée 

! Données sur les animaux témoins négatifs inclus simultanément dans 
l'essai et données antérieures sur ces témoins négatifs avec ordres de 
grandeur, moyennes et écarts types 

! Données sur les animaux témoins positifs inclus simultanément dans 
l'essai (ou sur l'ADN d'animaux témoins positifs précédemment obtenus) 

! Déterminations analytiques si elles existent (concentrations d'ADN utili
sées dans l'encapsidation, données du séquençage ADN, par exemple) 

! Analyses et méthodes statistiques employées 

Discussion des résultats 

Conclusion 
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Appendice 

DÉFINITIONS 

Capside: structure protéinique qui entoure une particule virale. 

Concatémère: longue biomolécule continue constituée de multiples copies iden
tiques répétées en série. 

Décalage du cadre de lecture: mutation génétique provoquée par des insertions 
ou des délétions de nucléotides dont le nombre n'est pas un multiple de trois dans 
la séquence d'ADN qui code une protéine ou un peptide. 

Délétion: mutation induisant une perte d'une partie du génome allant d'un à 
plusieurs nucléotides (séquentiels). 

Délétions importantes: délétions de l'ADN dont le nombre est supérieur à 
plusieurs kilobases (les essais de sélection du gène Spi$ et de plasmides du 
gène lacZ permettent de les détecter efficacement). 

Efficacité de l'encapsidation: efficacité avec laquelle les bactériophages encap
sidés sont retrouvés dans la bactérie hôte. 

Électroporation: envoi d'impulsions électriques qui améliorent la perméabilité 
membranaire des cellules. 

Encapsidation: synthèse de particules phagiques infectieuses issues d'une prépa
ration à base de capsides et de queues protéiques de phages et d'un concatémère 
de molécules d'ADN de phages. Technique fréquemment utilisée pour introduire 
l'ADN cloné et véhiculé par un vecteur lambda (séparé par des sites cos) à 
l'intérieur des particules lambda infectieuses. 

Expansion clonale: production de nombreuses cellules à partir d'une seule 
cellule (mutante). 

Gène endogène: gène qui prend sa source dans le génome. 

Gène neutre: gène non soumis aux pressions de la sélection positive ou néga
tive. 

Gène rapporteur: gène dont le produit (gène mutant) est facilement détecté. 

Insertion: ajout d'une ou de plusieurs paires de bases nucléotidiques dans une 
séquence d'ADN. 

Jackpot: apparition d'un nombre important de mutants à la suite d'une expansion 
clonale à partir d'une seule mutation. 

Ligature: formation d'une liaison covalente entre deux extrémités de molécules 
d'ADN par l'ADN ligase. 

Mitogène: substance qui aide une cellule à entamer sa division cellulaire, provo
quant ainsi la mitose (ou division cellulaire). 

Moment d'échantillonnage: moment qui marque la fin de la période antérieure 
au sacrifice de l'animal, au cours de laquelle la substance d'essai n'est pas admi
nistrée et au cours de laquelle les lésions d'ADN non réparées se fixent sous 
forme de mutations stables. 

Mutation ponctuelle: terme générique désignant une mutation qui affecte seule
ment une petite séquence d'ADN (petites insertions, délétions et substitutions 
d'une base par une autre). 

Période d'administration: période totale au cours de laquelle un animal se voit 
administrer la substance d'essai. 

Sélection positive: méthode permettant uniquement aux mutants de survivre. 

Site cos: segment d'ADN simple brin possédant 12 nucléotides, présent aux deux 
extrémités du génome double brin du bactériophage lambda. 
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Substance chimique: une substance ou un mélange. 

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

Substitution d'une paire de bases: type de mutation qui engendre le remplace
ment d'un nucléotide à une seule base par un autre nucléotide d'ADN. 

Transgénique: qualifie un être vivant issu d'un organisme ou un organisme dont 
le génome a été modifié par l'introduction d'un ou de plusieurs gènes d'une autre 
espèce. 

Unité formant colonie (UFC): unité utilisée pour dénombrer les bactéries 
viables. 

Unité formant plage (UFP): unité utilisée pour dénombrer les bactériophages 
viables. 

Variation extrabinomiale: variabilité des estimations répétées d'une proportion 
de population plus importante que ce qui pourrait être escompté si la population 
avait une distribution binomiale. 

Vecteur navette: vecteur dont la structure lui permet de se propager dans deux 
espèces hôtes différentes; ainsi, l'ADN introduit dans un vecteur navette peut être 
testé ou manipulé dans deux types de cellules différents ou dans deux organismes 
différents. 
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Le PI est également un paramètre fiable et utile de cytotoxicité pour les lignées cellulaires cultivées in vitro en 
l'absence de cytoB (25) (26) (27) (28) et peut être considéré comme un autre paramètre utile. 

Quoi qu'il en soit, il convient de mesurer le nombre de cellules avant traitement, qui doit être identique dans les 
cultures traitées et les cultures témoins négatives. 

Le RCC (à savoir nombre de cellules dans les cultures traitées / nombre de cellules dans les cultures témoins) était 
utilisé auparavant comme paramètre de cytotoxicité mais n'est plus recommandé car il peut induire une sous- 
estimation de la cytotoxicité. 

En cas d'utilisation de systèmes d'analyse automatique tels que la cytométrie en flux, la cytométrie à balayage laser 
ou l'analyse d'images, le nombre de noyaux peut remplacer le nombre de cellules dans la formule. 

Dans les cultures témoins négatives, le doublement de la population ou l'indice de réplication doivent être 
compatibles avec l'obligation de prélever des cellules à l'issue d'une période équivalente à environ 1,5 à 2 fois la 
durée normale du cycle cellulaire après le début du traitement.»  

(15) Dans la partie B, les chapitres suivants sont ajoutés: 

«B.59 Sensibilisation cutanée in chemico: essai de réactivité peptidique direct (DPRA) 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 442C (2015) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Un sensibilisant cutané est une substance qui provoque une réponse allergique suite à un contact avec la 
peau, selon la définition du Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques 
(SGH) des Nations Unies (ONU) (1) et du règlement (CE) no 1272/2008 de l'Union européenne relatif à la classifi
cation, à l'étiquetage et à l'emballage des substances et des mélanges (CLP) (1). La présente méthode d'essai décrit 
une procédure in chemico, à savoir l'essai de réactivité peptidique direct (Direct Peptide Reactivity Assay, DPRA), qui 
doit aider à distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants cutanés, selon le SGH et le CLP. 

Les principales phases du processus biologique de sensibilisation cutanée font l'objet d'un consensus général. Les 
connaissances dont on dispose sur les mécanismes chimiques et biologiques associés à la sensibilisation cutanée 
sont résumées sous la forme d'une voie toxicologique impliquée dans les effets indésirables (AOP, Adverse Outcome 
Pathway) (2) allant de l'événement moléculaire initiateur jusqu'aux effets indésirables sur la santé que sont la 
dermatite de contact allergique chez l'homme ou l'hypersensibilité de contact chez les rongeurs, en passant par les 
étapes intermédiaires. Dans l'AOP relative à la sensibilisation cutanée, l'événement moléculaire initiateur est l'établis
sement d'une liaison covalente entre des substances chimiques électrophiles et les centres nucléophiles des protéines 
de la peau. 

Traditionnellement, l'évaluation de la sensibilisation cutanée a fait appel à l'expérimentation animale. Les méthodes 
classiques — test de maximisation chez le cobaye (GPMT) de Magnusson et Kligman et test de Buehler, également 
chez le cobaye [méthode d'essai B.6 (3)]– portent sur les phases d'induction et d'élicitation de la sensibilisation 
cutanée. Un essai sur la souris, l'essai de stimulation locale des ganglions lymphatiques (ELGL) [méthode d'essai 
B.42 (4)], et ses deux variantes n'utilisant pas d'isotopes radioactifs, l'ELGL: DA [méthode d'essai B.50 (5)] et l'ELGL: 
BrdU-ELISA [méthode d'essai B.51 (6)], tous trois portant sur la réponse à l'induction exclusivement, se sont 
également imposés, car ils présentent l'avantage, par rapport aux tests sur le cobaye, de préserver davantage le bien- 
être animal et de fournir une mesure objective de la phase d'induction de la sensibilisation cutanée. 

Plus récemment, des méthodes d'essai in chemico et in vitro de type mécanistique ont été considérées comme scienti
fiquement valides pour l'évaluation du danger de sensibilisation cutanée lié aux produits chimiques. Cependant des 
combinaisons de méthodes de substitution à l'expérimentation animale (méthodes in silico, in chemico, in vitro) 
seront nécessaires, dans le cadre des approches intégrées en matière d'essais et d'évaluation (IATA, Integrated 
Approaches to Testing and Assessment), pour qu'il soit possible de remplacer les essais sur l'animal actuellement 
pratiqués, compte tenu de la restriction de chacune de ces méthodes pour ce qui est de la couverture mécanistique 
de l'AOP (2) (7). 
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(1) Règlement (CE) no 1272/2008 du Parlement européen et du Conseil du 16 décembre 2008 relatif à la classification, à l'étiquetage et à 
l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le règlement 
(CE) no 1907/2006. 
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Le DPRA est proposé pour l'étude de l'événement moléculaire initiateur dans l'AOP sensibilisation cutanée, 
nommément la réactivité protéique, par quantification de la réactivité des produits chimiques testés vis-à-vis de 
modèles peptidiques de synthèse contenant soit de la lysine, soit de la cystéine (8). Les taux de déplétion de la 
cystéine et de la lysine sont ensuite utilisés pour classer les substances dans l'une des quatre classes de réactivité, 
afin d'aider à distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants cutanés (9). 

Le DPRA a fait l'objet d'une étude de validation du Laboratoire de référence de l'Union européenne pour les 
méthodes de substitution à l'expérimentation animale (EURL ECVAM), suivie d'un examen indépendant par des 
pairs sous la conduite du Comité scientifique consultatif (ESAC) de ce laboratoire, qui a considéré le DPRA comme 
scientifiquement valide (10), dans le cadre d'une approche intégrée de type IATA, pour aider à distinguer les sensibi
lisants des non-sensibilisants cutanés à des fins de classification et d'étiquetage des dangers. On trouvera dans la 
littérature des exemples d'utilisation de la méthode d'essai DPRA combinée à d'autres sources d'information (11) 
(12) (13) (14). 

Les définitions sont données à l'appendice 1. 

CONSIDÉRATIONS PRÉLIMINAIRES, APPLICABILITÉ ET LIMITES 

La corrélation entre la réactivité aux protéines et le pouvoir de sensibilisation cutanée est bien établie (15) (16) (17). 
Cependant, étant donné que la liaison aux protéines n'est qu'un des événements clés de l'AOP sensibilisation 
cutanée, même s'il s'agit de l'événement moléculaire initiateur, les données relatives à la réactivité aux protéines 
obtenues par des méthodes expérimentales et non expérimentales ne sont généralement pas suffisantes à elles 
seules pour conclure à l'absence de pouvoir de sensibilisation cutanée des produits chimiques. Il convient donc de 
considérer les données issues de l'application de la présente méthode d'essai dans le contexte d'une approche 
intégrée de type IATA, en combinant ces données à d'autres informations complémentaires provenant par exemple 
d'essais in vitro portant sur d'autres phases de l'AOP sensibilisation cutanée, ainsi que de méthodes non expéri
mentales telles que la prévision à partir de données croisées (read-across) relatives à des produits chimiques 
similaires. 

La présente méthode d'essai peut apporter une aide, en combinaison avec d'autres sources d'information complé
mentaires, à l'identification des sensibilisants cutanés (catégorie 1 du SGH/CLP) et des non-sensibilisants, dans le 
cadre d'une approche intégrée (IATA). Cette méthode d'essai ne peut pas être utilisée seule, ni pour le classement 
des sensibilisants cutanés dans les sous-catégories 1A et 1B du SGH/CLP, ni pour prédire la puissance de sensibili
sation dans le cadre d'évaluations de sécurité. Cependant, en fonction du cadre réglementaire applicable, un résultat 
positif peut être considéré comme suffisant à lui seul pour classer un produit chimique dans la catégorie 1 du SGH 
de l'ONU/CLP. 

La transférabilité de la méthode d'essai DPRA à des laboratoires expérimentés dans le domaine de la chromato
graphie en phase liquide à haute performance (CLHP) a été démontrée. Le niveau de reproductibilité attendu des 
prédictions faites par la méthode d'essai sont de l'ordre de 85 % intra-laboratoire et 80 % inter-laboratoires (10). 
Dans l'ensemble, les résultats issus de l'étude de validation (18) et des études publiées (19) montrent que la 
précision de la méthode DPRA pour distinguer les sensibilisants (catégorie 1 du SGH/CLP) des non-sensibilisants est 
de 80 % (N=157), pour une sensibilité de 80 % (88/109) et une spécificité de 77 % (37/48), par comparaison avec 
les résultats obtenus par l'ELGL (LLNA en anglais). La méthode DPRA est susceptible de sous-prédire des produits 
chimiques ayant un potentiel de sensibilisation de la peau faible à modéré (c'est-à-dire sous-catégorie 1B du SGH/ 
CLP) par rapport aux produits chimiques ayant un potentiel de sensibilisation de la peau élevé (c'est-à-dire sous- 
catégorie 1A) du SGH/CLP) (18) (19). Cependant, les valeurs relatives à la précision du DPRA utilisé seul n'ont 
qu'un caractère indicatif, car cette méthode doit être combinée à d'autres sources d'information dans le contexte 
d'une démarche IATA, et conformément aux dispositions énoncées au paragraphe 9 ci-dessus. Au demeurant, dans 
l'évaluation des méthodes d'étude de la sensibilisation cutanée sans expérimentation animale, il convient de tenir 
compte du fait que l'ELGL et les autres méthodes d'expérimentation animale ne reflètent peut-être pas parfaitement 
la situation chez l'espèce d'intérêt, à savoir l'être humain. Les données actuellement disponibles montrent que le 
DPRA est applicable à des produits chimiques couvrant divers groupes fonctionnels organiques, mécanismes de 
réaction, puissances de sensibilisation cutanée (telles qu'établies par des études in vivo) et propriétés physico- 
chimiques (8) (9) (10) (19). L'ensemble de ces données montre l'utilité du DPRA comme élément contribuant à 
l'identification des dangers de sensibilisation cutanée. 
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Dans la présente méthode d'essai, le terme «produit chimique d'essai» désigne ce qui est testé, et ne fait pas 
référence à l'applicabilité de la méthode DPRA aux substances et/ou aux mélanges. La présente méthode d'essai 
n'est pas applicable à l'essai des composés métalliques, qui sont connus pour réagir avec les protéines par des 
mécanismes autres que la liaison covalente. Les produits chimiques d'essai doivent être solubles dans un solvant 
approprié à une concentration finale de 100 mM (voir paragraphe 18). Toutefois, les produits chimiques qui ne 
sont pas solubles à cette concentration peuvent être testés à des concentrations plus basses auxquelles ils sont 
solubles. Dans ce cas, un résultat positif pourra quand même être utilisé pour étayer l'identification du produit 
chimique d'essai comme sensibilisant cutané, mais aucune conclusion définitive quant à l'absence de réactivité ne 
devra être tirée d'un résultat négatif. On dispose actuellement d'informations limitées sur l'applicabilité du DPRA à 
des mélanges de composition connue (18) (19). On considère néanmoins que le DPRA est techniquement 
applicable aux essais de substances multi-constituants et de mélanges de composition connue (voir paragraphe 18). 
Toutefois, avant d'appliquer la présente méthode d'essai à un mélange pour obtenir des données à des fins 
réglementaires, il convient de vérifier si et, dans l'affirmative, pourquoi les résultats peuvent être acceptables dans le 
cadre réglementaire imposé. Cette vérification n'est pas nécessaire si l'essai du mélange répond à une exigence 
réglementaire. Le modèle prédictif actuel n'est pas applicable aux mélanges complexes de composition inconnue ni 
aux substances de composition inconnue ou variable, aux produits de réaction complexes ou aux matériels 
biologiques (substances UVCB), compte tenu des quotients molaires définis entre le produit chimique d'essai et le 
peptide. Pour ces produits, il sera nécessaire de mettre au point un nouveau modèle prédictif fondé sur une 
approche gravimétrique. Dans les cas où l'on peut apporter la preuve que la méthode d'essai ne peut s'appliquer à 
d'autres catégories spécifiques de produits chimiques, il convient de ne pas utiliser cette méthode pour tester les 
catégories en question. 

La présente méthode d'essai est une méthode in chemico, qui ne fait pas intervenir de système métabolique. Elle ne 
permet pas d'identifier les produits chimiques requérant une bioactivation enzymatique pour exercer leur pouvoir 
de sensibilisation cutanée (pro-haptènes). Dans certains cas, les produits chimiques qui deviennent sensibilisants 
après une transformation abiotique (pré-haptènes) apparaissent comme correctement identifiés par la méthode 
d'essai (18). A la lumière de ce qui précède, les résultats négatifs obtenus par la méthode d'essai devront être 
interprétés dans le contexte des limites indiquées et en lien avec d'autres sources d'information dans le cadre d'une 
démarche IATA. Les produits chimiques qui ne se lient pas de façon covalente au peptide mais qui facilitent son 
oxydation (p.ex. la dimerisation de la cystéine) peuvent amener à une surestimation potentielle de la déplétion en 
peptide, pouvant mener à un résultat faussement positif et/ou une assignation du produit chimique d'essai à une 
classe de réactivité supérieure (voir paragraphes 29 et 30). 

Comme indiqué, la méthode DPRA aide à distinguer les sensibilisants cutanés des non-sensibilisants. Cependant, 
utilisée dans le cadre d'une approche intégrée de type IATA, elle peut aussi contribuer à l'évaluation de la puissance 
de sensibilisation (11). Des travaux complémentaires, s'appuyant de préférence sur des données humaines, seront 
toutefois nécessaires pour déterminer de quelle façon les résultats du DPRA pourraient venir à l'appui de ce type 
d'évaluation 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

Le DPRA est une méthode in chemico qui quantifie la concentration résiduelle de peptide contenant de la cystéine 
ou de la lysine après 24 heures d'incubation avec le produit chimique d'essai à 25 ± 2,5 °C. Les peptides de 
synthèse contiennent de la phénylalanine destinée à faciliter la détection. La concentration peptidique relative est 
mesurée par chromatographie en phase liquide à haute performance (CLHP) avec élution par gradient et détection 
UV à 220 nm. Les pourcentages de déplétion de la cystéine et de la lysine sont ensuite établis par calcul et utilisés 
dans un modèle prédictif (voir paragraphe 29) qui permet d'assigner le produit chimique d'essai à l'une des quatre 
classes de réactivité utilisées pour distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants. 

Avant d'utiliser en routine la présente méthode d'essai, les laboratoires devront faire la preuve de leurs compétences 
techniques, en appliquant la méthode aux dix substances d'épreuve énumérées à l'appendice 2. 
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MODE OPÉRATOIRE 

La présente méthode d'essai est basée sur le protocole DPRA DB-ALM no 154 (20), qui est celui utilisé pour l'étude 
de validation coordonnée par l'EURL ECVAM. Il est recommandé d'utiliser ce protocole lors de la mise en œuvre et 
de l'utilisation de la méthode au laboratoire. On trouvera dans ce qui suit une description des principaux éléments 
et modes opératoires du DPRA. Dans le cas où un autre système CLHP était utilisé, l'équivalence de ce système par 
rapport à celui validé dans le protocole DPRA DB-ALM devra être démontrée (p.ex. en testant les substances 
d'épreuve de compétence citées à l'appendice 2). 

Préparation des peptides contenant de la cystéine ou de la lysine 

Des solutions mères de cystéine (Ac-RFAACAA-COOH) et de lysine (Ac-RFAAKAA-COOH) contenant des peptides 
de synthèse de pureté supérieure à 85 %, et de préférence de l'ordre de 90-95 %, doivent être fraîchement préparées 
avant d'être incubées avec le produit chimique d'essai. La concentration finale du peptide à cystéine doit être 
de 0,667 mM dans un tampon phosphate de pH 7,5, la concentration finale du peptide à lysine de 0,667 mM dans 
un tampon acétate d'ammonium de pH 10,2. Les séquences d'analyse CLHP doivent être programmées avec pour 
objectif que le temps de l'analyse CLHP ne dépasse pas 30 heures. Dans le cas du système CLHP utilisé lors de 
l'étude de validation et décrit dans la présente méthode d'essai, jusqu'à 26 échantillons (comprenant le produit 
chimique d'essai, le témoin positif et un nombre approprié de solvants témoins, selon le nombre de solvants 
utilisés dans l'essai, chaque échantillon étant testé en triplicat) peuvent être analysés dans le même passage dans le 
système CLHP. Tous les réplicats analysés en un même passage doivent utiliser les mêmes solutions mères de 
peptide à cystéine et à lysine. Il est recommandé d'avoir la preuve de la solubilité des lots individuels de peptides 
avant leur utilisation. 

Préparation du produit chimique d'essai 

La solubilité du produit chimique d'essai dans un solvant approprié sera évaluée avant la conduite de l'essai, 
conformément au mode opératoire décrit dans le protocole DPRA DB-ALM pour la solubilisation (20). Un solvant 
approprié est un solvant qui dissout complètement le produit chimique d'essai. Dans le DPRA, le produit chimique 
d'essai est incubé en large excès avec les peptides à cystéine ou à lysine; une inspection visuelle de la solution 
formée est donc considérée comme suffisante pour vérifier que le produit chimique d'essai (et tous ses composants, 
dans le cas d'essais portant sur une substance multi-constituants ou un mélange) est bien dissous. Les solvants 
appropriés sont l'acétonitrile, l'eau, un mélange 1:1 eau:acétonitrile, l'isopropanol, l'acétone ou un mélange 1:1 
acétone:acétonitrile. D'autres solvants peuvent être utilisés à condition qu'ils n'aient pas d'incidence sur la stabilité 
du peptide, d'après les essais réalisés sur des témoins de référence C (échantillons constitués du peptide seul dissous 
dans le solvant approprié; voir appendice 3). Une dernière option, si le produit chimique d'essai n'est soluble dans 
aucun de ces solvants, consiste à tenter de le solubiliser dans 300 μL de DMSO et de diluer la solution ainsi 
obtenue avec 2 700 μl d'acétonitrile; si le produit chimique d'essai n'est pas soluble dans ce mélange, on tentera de 
solubiliser la même quantité de produit chimique d'essai dans 1 500 μl de DMSO et de diluer la solution obtenue 
avec 1 500 μl d'acétonitrile. Le produit chimique d'essai doit être pré-pesé dans des flacons en verre, et dissous 
immédiatement avant l'essai dans un solvant approprié pour préparer une solution à 100 mM. Pour les mélanges 
et les substances multi-constituants de composition connue, un seul degré de pureté est établi d'après la somme des 
pourcentages relatifs de leurs constituants (à l'exception de l'eau) et une seule masse moléculaire apparente est 
établie à partir de la masse moléculaire de chacun des constituants du mélange (à l'exception de l'eau) et de leurs 
proportions respectives. La pureté et la masse moléculaire apparente obtenues sont alors utilisées pour calculer le 
poids de produit chimique d'essai nécessaire pour préparer une solution à 100 mM. Dans le cas des polymères 
pour lesquels il n'est pas possible d'établir une masse moléculaire prédominante, la masse moléculaire du 
monomère (ou la masse moléculaire apparente des divers monomères constituant le polymère) pourra être prise en 
compte pour préparer une solution à 100 mM. Cependant, lors de tests sur les mélanges, les substances multi- 
constituants ou les polymers de compositions connues, on devra envisager de tester aussi le produit chimique pur. 
Pour les liquides, le produit chimique pur devra être testé tel quel sans dilution préalable, en l'incubant dans des 
proportions de 1:10 et 1:50 (rapport molaire) avec les peptides lysine et cystéine, respectivement. Pour les solides, 
le produit chimique devra être dissous à sa concentration maximale de solubilité dans le même solvant utilisé pour 
la préparation de la solution à 10mM apparents. Le produit chimique devra alors être testé ainsi sans aucune autre 
dilution en l'incubant dans des proportions de 1:10 et 1: 50 avec les peptides lysine et cystéine, respectivement. 
Des résultats concordants (réactif ou non réactif) entre la solution à 100 mM apparents et le produit chimique pur 
devraient permettre de formuler une conclusion définitive. 
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Préparation du témoin positif, des témoins de référence et des témoins de co-élution 

L'aldéhyde cinnamique (noCAS 104-55-2; pureté grade alimentaire ≥ 95 %) est utilisé comme témoin positif (TP) à 
une concentration de 100 mM dans l'acétonitrile. D'autres témoins positifs adaptés, donnant de préférence des 
valeurs de déplétion situées dans une fourchette moyenne, peuvent être utilisés si des données historiques sont 
disponibles pour dériver des critères d'acceptabilité comparables pour la séquence. En outre, des témoins de 
référence (échantillons contenant uniquement le peptide dissous dans le solvant approprié) doivent aussi être inclus 
dans la séquence d'analyse CLHP; ils permettent de s'assurer avant l'analyse que le système CLHP est adapté à 
l'usage prévu (témoins de référence A), de vérifier la stabilité des témoins de référence dans le temps (témoins de 
référence B) et de vérifier que le solvant utilisé pour dissoudre le produit chimique d'essai n'a pas d'incidence sur le 
pourcentage de déplétion des peptides (témoins de référence C) (voir appendice 3). Un témoin de référence 
approprié est utilisé pour chaque produit chimique afin de calculer le pourcentage de déplétion des peptides lié à 
cette substance (voir paragraphe 26). De plus, pour chaque produit chimique analysé, un témoin de co-élution 
constitué du seul produit chimique sera inclus dans la séquence afin de détecter une éventuelle co-élution du 
produit chimique d'essai avec le peptide à lysine ou à cystéine. 

Incubation du produit chimique d'essai avec les solutions de peptide à cystéine et à lysine 

Les solutions de peptide à cystéine et à lysine sont mises en incubation avec le produit chimique d'essai dans des 
flacons en verre pour auto-échantillonneur, dans des proportions de 1:10 et 1:50 respectivement. Si un précipité 
est observé dès l'ajout de la solution de produit chimique d'essai à la solution de peptide, du fait d'une faible 
hydrosolubilité du produit chimique d'essai, on ne peut savoir avec certitude quelle est la quantité de produit 
chimique d'essai restant dans la solution et susceptible de réagir avec le peptide. Dans ce cas, un résultat positif 
pourra être utilisé, mais un résultat négatif présentera une incertitude et devra être interprété avec prudence (voir 
également les provisions citées au paragraphe 11 dans le cadre d'essai avec des produits chimiques non solubles à 
une concentration finale de 100 mM). La solution de réaction doit être maintenue dans l'obscurité à 25 ± 2,5°C 
pendant 24 ± 2 heures avant l'analyse CLHP. Chaque produit chimique d'essai doit être analysé en triplicat pour les 
deux peptides. Une inspection visuelle des échantillons est nécessaire avant l'analyse CLHP. Si un précipité ou une 
séparation de phases sont observés, il est prudent de centrifuger les échantillons à vitesse modérée (100-400xg) 
afin d'entraîner le précipité au fond du flacon, un excès de précipité risquant de colmater les tubes ou les colonnes 
du chromatographe. Dans le cas où une précipitation ou une séparation de phases sont observées à la fin de la 
période d'incubation, la déplétion des peptides peut être sous-estimée et un résultat négatif ne permettra pas de 
conclure avec une certitude suffisante à l'absence de réactivité. 

Préparation de la courbe d'étalonnage CLHP 

Une courbe d'étalonnage doit être établie pour le peptide à cystéine et le peptide à lysine. Les étalons de peptides 
sont préparés dans une solution à 20 % ou 25 % acétonitrile:tampon, avec un tampon phosphate (pH 7,5) pour le 
peptide à cystéine et un tampon acétate d'ammonium (pH 10,2) pour le peptide à lysine. À partir d'étalons obtenus 
par dilution en série de la solution mère de peptide (0.667 mM), 6 solutions d'étalonnage sont préparées entre 0,34 
et 0,0167 mM. Un blanc constitué du tampon de dilution doit être inclus dans la courbe d'étalonnage. Une courbe 
d'étalonnage adaptée aura un coefficient r2>0,99. 

Préparation et analyse CLHP 

Il convient de vérifier avant la conduite de l'analyse si le système est adapté à l'usage prévu. La déplétion de 
peptides est mesurée par CLHP couplée à un détecteur UV (détecteur à barrette de photodiodes ou détecteur à 
absorbance UV de longueur d'onde fixe égale à 220 nm). La colonne appropriée est installée dans le système CLHP. 
L'installation CLHP décrite dans le protocole validé utilise de préférence une colonne Zorbax SB-C- 
18 2,1 mm x 100 mm x 3,5 microns. Avec cette colonne CLHP à phase inverse, l'ensemble du système doit être 
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équilibré à 30 °C avec 50 % de phase A (0.1 % (v/v) d'acide trifluoroacétique dans l'eau) et 50 % de phase B 
(0,085 % (v/v) d'acide trifluoroacétique dans l'acétonitrile) pendant 2 heures au moins avant la conduite de 
l'analyse. L'analyse CLHP doit être réalisée à un débit de 0,35 ml/min pour un gradient linéaire allant de 10 % à 
25 % d'acétonitrile pendant 10 minutes, suivi d'une augmentation rapide jusqu'à 90 % d'acétonitrile pour éliminer 
les autres matériaux. Des volumes égaux de chaque étalon, échantillon et témoin doivent être injectés. La colonne 
doit être ré-équilibrée aux conditions initiales pendant 7 minutes entre les injections. Si une colonne CLHP à phase 
inverse d'un modèle différent est utilisée, il peut être nécessaire d'ajuster les paramètres ci-dessus pour assurer une 
élution et une intégration appropriées des peptides à cystéine et à lysine, en particulier le volume injecté, qui peut 
varier selon le système utilisé (habituellement entre 3 et 10 μl). Il est essentiel, si des paramètres CLHP différents 
sont utilisés, de démontrer qu'ils sont équivalents au paramétrage validé décrit ci-dessus (par des essais sur les 
substances d'épreuve de compétence de l'appendice 2, par exemple). L'absorbance est mesurée à 220 nm. Si un 
détecteur à barrette de photodiodes est utilisé, l'absorbance à 258 nm doit également être relevée. On notera que 
certains lots d'acétonitrile peuvent avoir une incidence négative sur la stabilité des peptides, qui doit être évaluée 
lorsqu'un nouveau lot d'acétonitrile est utilisé. Le rapport entre la surface du pic à 220 nm et la surface du pic à 
258 nm peut servir d'indicateur de co-élution. Pour chaque échantillon, un rapport compris entre 90 et 100 % de 
la moyenne (1) des rapports des surfaces obtenue pour les échantillons témoins constitue un bon indicateur de 
l'absence de co-élution. 

Certains produits chimiques d'essai peuvent promouvoir l'oxydation du peptide à cystéine. Le pic du peptide à 
cystéine dimérisé peut être observé visuellement. S'il apparaît qu'une dimérisation s'est produite, il convient de le 
noter, car le pourcentage de déplétion du peptide peut être surestimé, amenant à une prédiction faussement 
positive et/ou une assignation à une classe de réactivité supérieure (voir paragraphes 29 et 30). 

L'analyse CLHP des peptides à cystéine et des peptides à lysine peut être réalisée le même jour, si l'on dispose de 
deux systèmes CLHP. Si les deux analyses ne sont pas réalisées le même jour, toutes les solutions de produit 
chimique d'essai doivent être chaque fois fraîchement préparées pour l'essai. L'analyse doit être programmée dans le 
temps de telle sorte que l'injection du premier échantillon commence 22 à 26 heures après le mélange du produit 
chimique d'essai avec la solution de peptide. Les séquences d'analyse CLHP doivent être programmées dans le souci 
de maintenir le temps d'analyse en-deçà de 30 heures. Dans le cas du système CLHP utilisé dans l'étude de 
validation et décrit dans la présente méthode d'essai, un maximum de 26 échantillons peuvent être analysés lors 
d'un même passage dans le système CLHP (voir aussi paragraphe 17). On trouvera à l'appendice 3 un exemple de 
séquence d'analyse CLHP. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Évaluation des données 

On établit de manière photométrique à 220 nm pour chaque échantillon, la concentration de peptide à lysine ou à 
cystéine, en mesurant la surface des pics appropriés par intégration des pics (tout ce qui se situe sous la courbe) et 
en calculant la concentration peptidique d'après la courbe d'étalonnage linéaire établie à partir des étalons. 

On établit pour chaque échantillon le pourcentage de déplétion des peptides en mesurant la surface des pics et en 
la divisant par la surface moyenne des pics des témoins de référence C correspondants (voir appendice 3) selon la 
formule ci-après. 

Pourcentage de déplétion des peptides ¼ 1 − 
Surface du pic peptidique pour le réplicat

Surface moyenne des pics peptidiques des témoins de référence C

� �� �

� 100  

Critères d'acceptabilité 

Les critères suivants doivent être remplis pour qu'un essai soit considéré comme valide: 

a)  la courbe d'étalonnage doit avoir un coefficient r2 > 0,99; 
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b)  le pourcentage moyen de déplétion des peptides des trois réplicats pour le témoin positif à l'aldéhyde 
cinnamique doit se situer entre 60,8 % et 100 % pour le peptide à cystéine et entre 40,2 % et 69 % pour le 
peptide à lysine, et l'écart type maximal pour les réplicats du témoin positif doit être < 14,9 % pour le taux de 
déplétion de la cystéine et < 11,6 % pour le taux de déplétion de la lysine; 

c)  la concentration peptidique moyenne des témoins de référence A doit être de 0,50 ± 0,05 mM et le coefficient 
de variation (CV) des surfaces des pics peptidiques doit être < 15,0 % pour les neuf témoins de référence B et C 
dans l'acétonitrile. 

Si un seul ou plusieurs de ces critères ne sont pas remplis, l'essai doit être répété. 

Les critères suivants doivent être remplis pour que les résultats relatifs à un produit chimique d'essai soient 
considérés comme valides: 

a)  l'écart type maximal pour les réplicats du produit chimique d'essai doit être < 14,9 % pour le taux de déplétion 
de la cystéine et < 11,6 % pour le taux de déplétion de la lysine, 

b)  la concentration peptidique moyenne des trois témoins de référence C dans le solvant approprié doit être de 
0,50 ± 0,05 mM. Si ces critères ne sont pas remplis, les données doivent être rejetées et l'essai doit être répété 
pour le produit chimique d'essai considéré. 

Modèle prédictif 

Le pourcentage moyen de déplétion de la cystéine et de la lysine est calculé pour chaque produit chimique d'essai. 
Une déplétion négative est considérée comme égale à 0 pour le calcul de la moyenne. Si l'on utilise le modèle 
prédictif cystéine 1:10/lysine 1:50 du tableau 1, c'est le seuil de 6,38 % de déplétion peptidique moyenne qui sera 
pris en compte pour l'identification des sensibilisants et des non-sensibilisants cutanés dans le cadre d'une approche 
IATA. L'application du modèle prédictif pour assigner un produit chimique d'essai à une classe de réactivité 
(réactivité faible, modérée ou forte) permettra peut-être d'obtenir des informations utiles pour évaluer la puissance 
de sensibilisation de ce produit chimique dans le cadre d'une approche de type IATA. 

Tableau 1 

Modèle prédictif (1) cystéine 1:10/ lysine 1:50 

Pourcentage moyen de déplétion de la cystéine et de la 
lysine Classe de réactivité Prédiction DPRA (2) 

0 % ≤ % moyen de déplétion ≤ 6,38 % Réactivité nulle ou minimale Négative 

6,38 % < % moyen de déplétion ≤ 22,62 % Faible réactivité Positive 

22,62 % < % moyen de déplétion ≤ 42,47 % Réactivité modérée 

42,47 % < % moyen de déplétion ≤ 100 % Forte réactivité 

(1)  Les chiffres correspondent à des valeurs seuils obtenues par traitement statistique, et ne se rapportent pas à la précision de la 
mesure. 

(2)  Une prédiction DPRA doit être envisagée dans le cadre d'une démarche de type IATA et conformément aux dispositions des 
paragraphes 9 et 12.  
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Il peut arriver que le produit chimique d'essai (la substance, ou l'un ou plusieurs des composants d'une substance 
multi-constituants ou d'un mélange) donne lieu à une absorption significative à 220 nm et ait le même temps de 
rétention que le peptide (co-élution). La co-élution peut être résolues par un léger ajustement du système d'analyse 
CLHP afin de mieux séparer les temps de rétention entre le produit chimique d'essai et le peptide. Si un autre 
système d'analyse CLHP est employé dans l'objectif de résoudre cette problématique de co-élution, son équivalence 
au sytème CLHP validé dans la présente ligne directrice devra être démontrée (p.ex. au moyen des substances 
d'épreuve de compétence citées à l'appendice 2) Dans les cas de co-élution, le pic du peptide ne peut pas être 
intégré, et il n'est pas possible de calculer le pourcentage de déplétion des peptides. Si la co-élution pour ce produit 
chimique d'essai concerne à la fois les peptides à cystéine et à lysine, l'analyse est considérée comme «non 
concluante». Si la co-élution n'intervient que pour le peptide à lysine, le modèle prédictif du tableau 2 pour la 
cystéine 1:10 est applicable. 

Tableau 2 

Modèle prédictif (1) cystéine 1:10 

Pourcentage de déplétion de la cystéine (Cys) Classe de réactivité Prédiction DPRA (2) 

0 % ≤ % déplétion Cys ≤ 13,89 % Réactivité nulle ou minimale Négative 

13,89 % < % déplétion Cys ≤ 23,09 % Faible réactivité Positive 

23,09 % < % déplétion Cys ≤ 98,24 % Réactivité modérée 

98,24 % < % déplétion Cys ≤ 100 % Forte réactivité 

(1)  Les chiffres correspondent à des valeurs seuils obtenues par traitement statistique, et ne se rapportent pas à la précision de la 
mesure. 

(2)  Une prédiction DPRA doit être envisagée dans le cadre d'une démarche de type IATA et conformément aux dispositions des 
paragraphes 9 et 12.  

Il peut également y avoir des cas où les temps de rétention du produit chimique d'essai et de l'un des peptides ne se 
recouvrent pas complètement. Les pourcentages de déplétion peuvent alors être estimés et utilisés dans le modèle 
prédictif cystéine 1:10/lysine 1:50, sans qu'il soit possible de classer avec précision le produit chimique d'essai dans 
l'une des classes de réactivité. 

Pour un produit chimique d'essai, une seule analyse CLHP pour le peptide à cystéine et le peptide à lysine devrait 
suffire si le résultat est sans équivoque. Cependant, lorsque les données disponibles pour déterminer si un résultat 
limite est positif ou négatif sont proches du seuil, des tests complémentaires peuvent être nécessaires. Si le 
pourcentage moyen de déplétion se situe dans l'intervalle 3 % à 10 % pour la cystéine 1:10/lysine 1:50, ou si le 
pourcentage de déplétion de la cystéine se situe dans l'intervalle 9 % à 17 % pour la cystéine 1:10, une deuxième 
analyse doit être envisagée, voire une troisième en cas de résultats discordants entre les deux premières. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai doit comporter les informations suivantes: 

Produit chimique d'essai 

—  Substance mono-constituant: 

—  Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES ou InChI, formule 
structurale et/ou autres identifiants; 
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—  Apparence physique, hydrosolubilité, masse moléculaire et autres propriétés physico-chimiques pertinentes, 
selon les données disponibles; 

—  Pureté, identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc.; 

—  Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

—  Concentration(s) testée(s); 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles. 

—  Substance multi-constituants, UVCB ou mélange: 

—  Caractérisation, dans la mesure du possible, par exemple par l'identité chimique (voir ci-dessus), la pureté, 
les caractéristiques quantitatives et les propriétés physico-chimiques pertinentes (voir ci-dessus) des 
constituants, selon les données disponibles; 

—  Apparence physique, hydrosolubilité et autres propriétés physico-chimiques pertinentes, selon les données 
disponibles; 

—  Masse moléculaire ou masse moléculaire apparente dans le cas de mélanges/polymères de composition 
connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de l'étude; 

—  Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

—  Concentration(s) testée(s); 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles. 

Témoins 

—  Témoin positif 

—  Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES ou InChI, formule 
structurale et/ou autres identifiants; 

—  Apparence physique, hydrosolubilité, masse moléculaire et autres propriétés physico-chimiques pertinentes, 
selon les données disponibles; 

—  Pureté, identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc.; 

—  Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

—  Concentration(s) testée(s); 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles; 

—  Référence aux données historiques relatives aux témoins positifs démontrant la conformité aux critères 
d'acceptabilité, s'il y a lieu. 

—  Solvant/véhicule 

—  Solvant/véhicule utilisé et teneur de chacun de ses constituants, s'il y a lieu; 

—  Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS et/ou autres identifiants; 

—  Pureté, identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc.; 

—  Apparence physique, masse moléculaire et autres propriétés physico-chimiques pertinentes, si des solvants / 
véhicules autres que ceux mentionnés dans la méthode d'essai sont utilisés, et selon les données disponibles; 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles; 
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—  Justification du choix du solvant pour chaque produit chimique d'essai; 

—  Pour l'acétonitrile, résultats du test d'impact sur la stabilité des peptides. 

Préparation des peptides, du témoin positif et du produit chimique d'essai 

—  Caractérisation des solutions peptidiques (fournisseur, lot, poids exact de peptide, volume ajouté pour préparer 
la solution mère); 

—  Caractérisation de la solution contenant le témoin positif (poids exact de substance témoin, volume ajouté pour 
préparer la solution d'essai); 

—  Caractérisation des solutions de produit chimique d'essai (poids exact de produit chimique d'essai, volume 
ajouté pour préparer la solution d'essai). 

Paramètres et analyse CLHP 

—  Type de système CLHP, colonne CLHP et colonne de garde, détecteur, auto-échantillonneur; 

—  Paramètres pertinents pour l'analyse CLHP, tels que la température de la colonne, les volumes injectés, le débit 
et le gradient. 

Adéquation du système 

—  Aire des pics peptidiques à 220 nm pour chaque réplicat d'étalon et de témoin de référence A; 

—  Représentation graphique des courbes d'étalonnage linéaires et indication de leur coefficient r2; 

—  Concentration peptidique de chaque réplicat du témoin de référence A; 

—  Concentration peptidique moyenne (mM) des trois témoins de référence A, écart type et coefficient de variation; 

—  Concentration peptidique des témoins de référence A et C. 

Séquence d'analyse 

—  Pour les témoins de référence: 

—  Aire des pics peptidiques à 220 nm pour chaque réplicat B et C; 

—  Aire moyenne des pics peptidiques à 220 nm pour les neuf témoins de référence B et C dans l'acétonitrile, 
écart type et coefficient de variation (vérification de la stabilité des témoins de référence du début à la fin de 
l'analyse); 

—  Pour chaque solvant utilisé, aire moyenne des pics peptidiques à 220 nm pour les trois témoins de référence 
C appropriés (pour le calcul du pourcentage de déplétion des peptides); 

—  Pour chaque solvant utilisé, concentration peptidique (mM) pour les trois témoins de référence C 
appropriés; 

—  Pour chaque solvant utilisé, concentration peptidique moyenne (mM) pour les trois témoins de référence C 
appropriés, écart type et coefficient de variation. 

—  Pour le témoin positif: 

—  Aire des pics peptidiques à 220 nm pour chaque réplicat; 

—  Pourcentage de déplétion des peptides pour chaque réplicat; 

—  Taux moyen de déplétion des peptides pour les trois réplicats, écart type et coefficient de variation. 

—  Pour chaque produit chimique d'essai: 

—  Apparence du précipité dans le mélange de réaction à la fin du temps d'incubation, s'il y a lieu. Indiquer si 
le précipité a été re-solubilisé ou centrifugé; 
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—  Présence d'une co-élution; 

—  Description de toutes autres observations pertinentes, s'il y a lieu; 

—  Aire des pics peptidiques à 220 nm pour chaque réplicat; 

—  Pourcentage de déplétion des peptides pour chaque réplicat; 

—  Pourcentage moyen de déplétion des peptides pour les trois réplicats, écart type et coefficient de variation; 

—  Pourcentages moyens de déplétion pour la cystéine et pour la lysine; 

—  Modèle prédictif utilisé et prédiction DPRA. 

Épreuves de compétence 

—  S'il y a lieu, les procédures utilisées pour démontrer la compétence du laboratoire dans l'application de la 
méthode d'essai (en testant les substances d'épreuve, par exemple) ou pour démontrer une application 
reproductible dans le temps de la méthode d'essai. 

Discussion des résultats 

—  Discussion des résultats obtenus par la méthode d'essai DPRA; 

—  Discussion des résultats de la méthode d'essai dans le contexte d'une démarche intégrée (IATA), si d'autres 
informations pertinentes sont disponibles. 

Conclusions 
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Appendice 1 

DEFINITIONS 

Chemical: A substance or a mixture. 

Adéquation du système: Détermination des performances des instruments (sensibilité, par exemple) par l'analyse 
d'un étalon de référence préalablement à la mise à l'épreuve du lot analytique (22). 

AOP (Adverse Outcome Pathway, voie toxicologique impliquée dans les effets indésirables): séquence 
d'événements conduisant à la survenue d'un effet indésirable in vivo, à partir de la structure chimique d'un produit 
chimique cible ou d'un groupe de produits chimiques similaires et de l'événement initiateur au niveau moléculaire 
(2). 

Coefficient de variation: la mesure de la variabilité calculée pour un groupe de données issues de réplicats en 
divisant la déviation standard par la moyenne. Cette mesure peut être multipliée par 100 pour obtenir un 
pourcentage. 

Courbe d'étalonnage: Relation entre la réponse expérimentale et la concentration analytique (aussi appelée courbe 
étalon) d'une substance d'essai connue. 

Danger: Propriété inhérente d'un agent ou d'une situation susceptible de provoquer des effets indésirables 
lorsqu'un organisme, un système ou une (sous-) population est exposé(e) à cet agent. 

Événement moléculaire initiateur: Perturbation d'un système biologique induite par un produit chimique au 
niveau moléculaire, identifiée comme le point de départ de la voie impliquée dans un effet indésirable (AOP). 

Fiabilité: Indique dans quelle mesure la mise en œuvre d'une méthode d'essai peut être reproduite au cours du 
temps par un même laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le même mode opératoire. Pour l'évaluer, on 
calcule la reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires et la répétabilité intra-laboratoire (21). 

IATA (Integrated Approaches to Testing and Assessment, approches intégrées en matière d'essais et 
d'évaluation): Approche structurée utilisée dans l'identification du danger (potentiel), la caractérisation du danger 
(puissance) et/ou dans l'évaluation'de la sécurité (potentiel de danger/puissance du danger et exposition) d'un 
produit chimique ou d'un groupe de produits chimiques, qui intègre de façon stratégique et pondérée toutes les 
données pertinentes dans le but d'informer une décision réglementaire sur le danger potentiel et/ou le risque et/ou 
le besoin d'effectuer d'autres tests ciblés. 

Mélange: Mélange ou solution constitué(e) de deux substances ou plus qui ne réagissent pas entre elles (1). 

Méthode d'essai validée: Méthode d'essai ayant fait l'objet d'études de validation visant à déterminer sa pertinence 
(notamment sa précision) et sa fiabilité à des fins spécifiques. Il importe de noter que les performances d'une 
méthode d'essai validée peuvent être insuffisantes en termes de précision et de fiabilité pour qu'elle puisse être jugée 
acceptable pour l'objectif envisagé (21). 

Pertinence: Décrit la relation entre l'essai et l'effet étudié, et rend compte de l'adéquation de l'essai et de son utilité 
à des fins spécifiques. La pertinence indique dans quelle mesure l'essai mesure ou prédit correctement l'effet 
biologique d'intérêt. Elle tient compte de la précision (concordance) de la méthode d'essai (21). 

Précision: Étroitesse de l'accord entre les résultats de la méthode d'essai et les valeurs de référence acceptées. Elle 
constitue une mesure de performance de la méthode d'essai et l'un des aspects de sa «pertinence». Ce terme est 
souvent utilisé au sens de «concordance», pour qualifier la proportion de résultats corrects d'une méthode d'essai 
(21). 

Produit chimique: une substance ou un mélange 
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Produit chimique d'essai: Le terme «produit chimique d'essai» désigne ce qui est testé. 

Reproductibilité: Accord entre les résultats obtenus lors d'essais pratiqués sur le même produit chimique selon le 
même mode opératoire (voir Fiabilité) (21). 

Sensibilité: Proportion des produits chimiques positifs/actifs qui sont correctement classés par la méthode d'essai. 
Elle permet de mesurer la précision d'une méthode d'essai produisant des données catégorielles, et constitue un 
aspect important de l'évaluation de la pertinence d'une méthode d'essai (21). 

SGH (Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des Nations 
Unies): Système proposant la classification des produits chimiques (substances et mélanges) conformément à des 
types et des niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication 
des éléments d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, mentions 
de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser des informations sur leurs effets 
indésirables dans l'objectif de protéger les personnes (en particulier les employeurs, employés, transporteurs, 
consommateurs et personnels des services d'urgence) et l'environnement (1). 

Spécificité: Proportion des produits chimiques négatifs/inactifs qui sont classés correctement par la méthode 
d'essai. Elle permet de mesurer la précision d'une méthode d'essai produisant des données catégorielles, et constitue 
un aspect important de l'évaluation de la pertinence d'une méthode d'essai (21). 

Substance: Élément chimique et ses composés, présents à l'état naturel ou obtenus grâce à un procédé de 
production. Ce terme inclut tout additif nécessaire pour préserver la stabilité du produit ainsi que toute impureté 
produite par le procédé utilisé, mais exclut tout solvant pouvant être extrait sans affecter la stabilité ni modifier la 
composition de la substance (1). 

Substance mono-constituant: Substance, définie par sa composition quantitative, dans laquelle un constituant 
principal est présent à une concentration d'au moins 80 % (P/P). 

Substance multi-constituants: Substance, définie par sa composition quantitative, dans laquelle plus d'un 
constituant principal est présent à une concentration comprise entre 10 % et 80 % (P/P). Une substance multi- 
constituants résulte d'un processus de fabrication. La différence entre un mélange et une substance multi- 
constituants est que le mélange est obtenu en associant deux substances ou plus sans réaction chimique. Une 
substance multi-constituants résulte d'une réaction chimique. 

Témoin de référence: Échantillon non traité contenant tous les composants d'un système d'essai, y compris le 
solvant ou le véhicule utilisé pour préparer les échantillons traités ou non avec le produit chimique d'essai, et 
servant à déterminer une réponse de référence pour les échantillons traités avec le produit chimique d'essai dissous 
dans le même solvant ou véhicule. Testé avec un témoin négatif concomitant, cet échantillon indique également si 
le solvant ou véhicule interagit avec le système d'essai. 

Témoin positif: Réplicat contenant tous les composants d'un système d'essai, traité avec une substance connue 
pour induire une réponse positive. Pour qu'il soit possible d'évaluer la variabilité dans le temps de la réponse du 
témoin positif, l'intensité maximale de celle-ci ne doit pas être excessive. 

UVCB: Substances de composition inconnue ou variable, produits de réaction complexes ou matériels biologiques.   
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Appendice 2 

SUBSTANCES D'ÉPREUVE DE COMPÉTENCE 

Sensibilisation cutanée in chemico: essai de réactivité peptidique direct (DPRA) 

Avant d'utiliser en routine la méthode d'essai décrite dans la présente Ligne directrice, les laboratoires doivent 
démontrer leurs compétences techniques en obtenant les prédictions attendues par la méthode DPRA pour les 
10 substances d'épreuve de compétence recommandées au tableau 1, et en obtenant des valeurs de déplétion de la 
cystéine et de la lysine se situant dans les domaines de référence respectifs de ces deux grandeurs pour au moins 8 
des 10 substances d'épreuve de compétence. Ces substances ont été sélectionnées de façon à représenter la gamme 
des réponses possibles en ce qui concerne les dangers de sensibilisation cutanée. Les autres critères de sélection 
sont la disponibilité des substances dans le commerce, la qualité élevée des données de référence in vivo disponibles 
et des données in vitro obtenues par le DPRA, ainsi que l'utilisation de ces substances dans l'étude de validation 
coordonnée par l'EURL ECVAM pour démontrer que la méthode d'essai a été mise en œuvre avec succès dans les 
laboratoires participant à l'étude. 

Tableau 1 

Substances d'épreuve recommandées pour démontrer les compétences techniques des laboratoires 
relatives à l'essai réactivité peptidique direct (DPRA) 

Substances 
d'épreuve de 
compétence 

NoCAS État 
physique 

Prédiction in 
vivo (1) 

Prédiction 
DPRA (2) 

Intervalle de 
variation (3) du 
% de déplétion 

du peptide à 
cystéine 

Intervalle de 
variation (3) du 
% de déplétion 

du peptide à 
lysine 

2,4-Dinitrochloro
benzène 

97-00-7 Solide Sensibilisant 
(extrême) 

Positive 90-100 15-45 

Oxazolone 15646-46-5 Solide Sensibilisant 
(extrême) 

Positive 60-80 10-55 

Formaldéhyde 50-00-0 Liquide Sensibilisant 
(fort) 

Positive 30-60 0-24 

Benzylidène-acé
tone 

122-57-6 Solide Sensibilisant 
(modéré) 

Positive 80-100 0-7 

Farnesal 19317-11-4 Liquide Sensibilisant 
(faible) 

Positive 15-55 0-25 

2,3-Butanedione 431-03-8 Liquide Sensibilisant 
(faible) 

Positive 60-100 10-45 

1-Butanol 71-36-3 Liquide Non-sensibili
sant 

Négative 0-7 0-5,5 

6-Méthylcouma
rine 

92-48-8 Solide Non-sensibili
sant 

Negative 0-7 0-5,5 
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Substances 
d'épreuve de 
compétence 

NoCAS État 
physique 

Prédiction in 
vivo (1) 

Prédiction 
DPRA (2) 

Intervalle de 
variation (3) du 
% de déplétion 

du peptide à 
cystéine 

Intervalle de 
variation (3) du 
% de déplétion 

du peptide à 
lysine 

Acide lactique 50-21-5 Liquide Non-sensibili
sant 

Négative 0-7 0-5,5 

4-Méthoxyacéto
phénone 

100-06-1 Solide Non-sensibili
sant 

Négative 0-7 0-5,5 

(1)  La prédiction in vivo des dangers (et de la puissance sensibilisante) est fondée sur les données ELGL (19). La puissance in vivo 
est déterminée à partir de critères proposés par ECETOC (23). 

(2)  Une prédiction DPRA doit être envisagée dans le cadre d'une démarche de type IATA et conformément aux dispositions des 
paragraphes 9 et 11. 

(3)  Intervalles déterminés sur la base d'au moins 10 valeurs de déplétion établies par 6 laboratoires indépendants.   
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Appendice 3 

EXEMPLE DE SÉQUENCE D'ANALYSE 

Étalons et témoins de référence Étalon 1 
Étalon 2 
Étalon 3 
Étalon 4 
Étalon 5 
Étalon 6 
Tampon de dilution 
Témoin de référence A, rép. 1 
Témoin de référence A, rép. 2 
Témoin de référence A, rép. 3 

Témoins de co-élution Témoin de co-élution pour le produit chimique d'essai 1 
Témoin de co-élution pour le produit chimique d'essai 2 

Témoins de référence Témoin de référence B, rép. 1 
Témoin de référence B, rép. 2 
Témoin de référence B, rép. 3 

Première série de réplicats Témoin de référence C, rép. 1 
Aldéhyde cinnamique, rép. 1 
Échantillon 1, rép. 1 
Échantillon 2, rép. 1 

Deuxième série de réplicats Témoin de référence C, rép. 2 
Aldéhyde cinnamique, rép. 2 
Échantillon 1, rép. 2 
Échantillon 2, rép. 2 

Troisième série de réplicats Témoin de référence C, rép. 3 
Aldéhyde cinnamique, rép. 3 
Échantillon 1, rép. 3 
Échantillon 2, rép. 3 

Témoins de référence Témoin de référence B, rép. 4 
Témoin de référence B, rép. 5 
Témoin de référence B, rép. 6 

Trois séries de témoins de référence (échantillons constitués seulement de peptide dissous dans le solvant approprié) doivent être 
incluses dans la séquence d'analyse: 
Témoin de référence A: utilisé pour vérifier l'adéquation du système CLHP. 
Témoin de référence B: inclus au début et à la fin de la séquence d'analyse pour vérifier la stabilité des témoins de référence du dé
but à la fin de l'analyse. 
Témoin de référence C: inclus dans la séquence d'analyse pour vérifier que le solvant utilisé pour dissoudre le produit chimique 
d'essai n'a pas d'incidence sur le pourcentage de déplétion des peptides.   
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B.60 Sensibilisation cutanée in vitro: méthode d'essai ARE-Nrf2 luciférase 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 442D (2015) de l'OCDE. Un sensibilisant cutané est 
une substance qui provoque une réponse allergique suite à un contact avec la peau, selon la définition du Système 
général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des Nations Unies (SGH) (1) et du 
règlement (CE) no 1272/2008 de l'Union europénne relatif à la classification, à l'étiquetage et à l'emballage des 
substances et des mélanges (CLP) (1). La présente méthode d'essai décrit une procédure in vitro (essai ARE-Nrf2 
luciférase) qui doit aider à distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants cutanés, selon le SGH (1) et le CLP. 

Les principales phases du processus biologique de sensibilisation cutanée font l'objet d'un consensus général. Les 
connaissances dont on dispose sur les mécanismes chimiques et biologiques associés à la sensibilisation sont 
résumées sous la forme d'une voie toxicologique impliquée dans les effets indésirables (AOP, Adverse Outcome 
Pathway) (2) allant de l'événement moléculaire initiateur jusqu'aux effets indésirables sur la santé que sont la 
dermatite de contact allergique chez l'homme ou l'hypersensibilité de contact chez les rongeurs (2) (3), en passant 
par les étapes intermédiaires. L'événement moléculaire initiateur est l'établissement d'une liaison covalente entre des 
substances chimiques électrophiles et les centres nucléophiles des protéines de la peau. Le deuxième événement clé 
sur cet AOP se déroule dans les kératinocytes et comprend des réponses inflammatoires et des phénomènes 
d'expression génique, liés à des voies de signalisation cellulaire spécifiques telles que les voies dépendant de 
l'élément de réponse antioxydant/électrophile (ARE, Antioxidant Response Element). Le troisième événement clé est 
l'activation des cellules dendritiques, habituellement évaluée d'après l'expression de marqueurs de surface 
spécifiques de la cellule, les chimiokines et les cytokines. Le quatrième événement clé est la prolifération des 
lymphocytes T, évaluée indirectement par l'essai de stimulation locale des ganglions lymphatiques (ELGL) chez la 
souris (4). 

Traditionnellement, l'évaluation de la sensibilisation cutanée a fait appel à l'expérimentation animale. Les méthodes 
classiques — test de maximisation chez le cobaye (GPMT) de Magnusson et Kligman et test de Buehler, également 
chez le cobaye [méthode d'essai B.6 (5)] — portent sur les phases d'induction et d'élicitation de la sensibilisation 
cutanée. Un essai sur la souris, l'ELGL [méthode d'essai B.42 (4)], et ses deux variantes n'utilisant pas d'isotopes 
radioactifs, l'ELGL: DA (méthode d'essai B.50 (6)] et l'ELGL: BrdU-ELISA [méthode d'essai B.51 (7)], tous trois 
portant exclusivement sur la réponse à l'induction, se sont également imposés, car ils présentent l'avantage, par 
rapport aux tests sur le cobaye, de préserver davantage le bien-être animal et de fournir une mesure objective de la 
phase d'induction de la sensibilisation cutanée. 

Plus récemment, des méthodes d'essai in chemico et in vitro de type mécanistique ont été considérées comme scienti
fiquement valides pour l'évaluation du danger de sensibilisation cutanée lié aux produits chimiques. Cependant des 
combinaisons de méthodes de substitution à l'expérimentation animale (méthodes in silico, in chemico, in vitro) 
seront nécessaires, dans le cadre des approches intégrées en matière d'essais et d'évaluation (IATA, Integrated 
Approaches to Testing and Assessment), pour qu'il soit possible de remplacer complètement les essais sur l'animal 
actuellement pratiqués, compte tenu de la restriction de chacune de ces méthodes pour ce qui est de la couverture 
mécanistique de l'AOP (2) (3). 

La présente méthode d'essai (essai ARE-Nrf2 luciférase) est proposée pour l'étude de la deuxième étape décrite au 
paragraphe 2. Les sensibilisants cutanés ont été signalés comme provoquant l'induction de gènes qui sont régulés 
par l'élément de réponse antioxydant (ARE) (8) (9). Des substances électrophiles de petite taille telles que les sensibi
lisants cutanés peuvent agir sur la protéine détectrice Keap1 (Kelch-like ECH-associated protein 1), par exemple par 
une modification covalente de son résidu cystéine l'amenant à se dissocier du facteur de transcription Nrf2 (nuclear 
factor-erythroid 2-related factor 2). Le facteur Nrf2 dissocié peut alors activer les gènes dépendants de l'ARE, tels que 
ceux qui codent les enzymes détoxifiantes de phase II (8) (10) (11). 

A l'heure actuelle, le seul essai ARE-Nrf2 luciférase in vitro couvert par la présente méthode d'essai est l'essai Kerati
noSensTM, qui a donné lieu à des études de validation (9) (12) (13) suivies d'un examen indépendant par des pairs, 
conduit par le Laboratoire de référence de l'Union européenne pour les méthodes de substitution à l'expérimen
tation animale (EURL ECVAM) (14). L'essai KeratinoSensTM a été considéré comme scientifiquement valide, dans le 
cadre d'une approche intégrée de type IATA, pour aider à distinguer les sensibilisants des non-sensibilisants cutanés 
à des fins de classification et d'étiquetage des dangers (14). Les laboratoires souhaitant appliquer cette méthode 
d'essai peuvent obtenir la lignée cellulaire recombinante utilisée dans l'essai KeratinoSensTM en établissant un accord 
de licence avec le développeur de la méthode (15). 
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Les définitions sont données à l'appendice 1. 

CONSIDÉRATIONS PRÉLIMINAIRES, APPLICABILITÉ ET LIMITES 

L'activation de la voie Keap1-Nrf2-ARE ne concernant que la deuxième étape de l'AOP relative à la sensibilisation 
cutanée, les informations obtenues à l'aide de méthodes d'essai fondées sur l'activation de cette voie ne sont peut- 
être pas suffisantes à elles seules, pour établir le potentiel de sensibilisation cutanée de produits chimiques. Il 
convient donc de considérer les données issues de l'application de la présente méthode d'essai dans le contexte 
d'une approche intégrée de type IATA, en combinant ces données à d'autres informations complémentaires 
provenant par exemple d'essais in vitro portant sur d'autres étapes-clé de l'AOP sensibilisation cutanée, ainsi que de 
méthodes non expérimentales telles que la prévision à partir de données croisées (read-across) relatives à des 
produits chimiques similaires. On trouvera dans la littérature des exemples d'utilisation de la méthode d'essai ARE- 
Nrf2 luciférase combinée à d'autres sources d'information (13) (16) (17) (18) (19). 

La présente méthode d'essai peut apporter une aide à l'identification des sensibilisants cutanés (catégorie 1 du SGH/ 
CLP) et des non-sensibilisants, dans le cadre d'une approche intégrée (IATA). Cette méthode d'essai ne peut pas être 
utilisée seule, ni pour le classement des sensibilisants cutanés dans les sous-catégories 1A et 1B du SGH/CLP 
optionnelles, ni pour prédire la puissance de sensibilisation dans le cadre d'évaluations de sécurité. Cependant, en 
fonction du cadre réglementaire applicable, un résultat positif peut être considéré comme suffisant à lui seul pour 
classer un produit chimique dans la catégorie 1 du SGH/CLP. 

D'après l'ensemble des données issues de l'étude de validation et des tests pratiqués en interne lors de l'examen 
indépendant de la méthode d'essai par des pairs, la méthode KeratinoSensTM est transférable à des laboratoires 
expérimentés dans le domaine des cultures cellulaires. Le niveau de reproductibilité attendu des prédictions est de 
l'ordre de 85 % intra- et inter-laboratoires (14). Par ailleurs, l'exactitude (77 % -155/201), la sensibilité (78 % — 
71/91) et la spécificité (76 % — 84/110) des prédictions obtenues par l'essai KeratinoSensTM pour déterminer les 
sensibilisants (catégorie 1 du SGH/CLP) des non-sensibilisants, comparées aux résultats de l'ELGL, ont été calculées 
en prenant en compte toutes les données soumises à l'EURL ECVAM pour l'évaluation et l'examen par des pairs 
(14). Ces chiffres sont similaires à ceux récemment publiés à l'issue d'essais en interne portant sur quelque 145 
substances chimiques (précision 77 %, sensibilité 79 %, spécificité 72 %) (13). L'essai KeratinoSensTM est susceptible 
de sous-prédire des produits chimiques ayant un potentiel de sensibilisation de la peau faible à modéré (c'est-à-dire 
sous-catégorie 1B du SGH/CLP) par rapport aux produits chimiques ayant un potentiel de sensibilisation de la peau 
élevé (c'est-à-dire sous-catégorie 1A) du SGH/CLP (13) (14). L'ensemble de ces données montre l'utilité de l'essai 
KeratinoSensTM comme élément contribuant à l'identification des dangers de sensibilisation cutanée. Cependant, les 
valeurs relatives à la précision de la méthode reposant uniquement sur l'essai KeratinoSensTM n'ont qu'un caractère 
indicatif, car cette méthode doit être combinée à d'autres sources d'information dans le contexte d'une démarche 
IATA, et conformément aux dispositions énoncées au paragraphe 9 ci-dessus. Au demeurant, dans l'évaluation des 
méthodes d'étude de la sensibilisation cutanée sans expérimentation animale, il convient de tenir compte du fait 
que l'ELGL et les autres méthodes d'expérimentation animale ne reflètent peut-être pas parfaitement la situation 
chez l'espèce d'intérêt, à savoir l'être humain. 

Dans la présente méthode d'essai, le terme «produit chimique d'essai» désigne ce qui est testé, et ne fait pas 
référence à l'applicabilité de la méthode d'essai ARE-Nrf2 luciférase aux substances et/ou aux mélanges. Les données 
actuellement disponibles montrent que l'essai KeratinoSensTM est applicable à des produits chimiques couvrant 
divers groupes fonctionnels organiques, mécanismes de réaction, puissances de sensibilisation cutanée (telles 
qu'établies par des études in vivo) et propriétés physico-chimiques (9) (12) (13) (14). Ce sont principalement des 
substances mono-constituant qui ont été testées, même si l'on dispose également d'un nombre limité de données 
relatives à l'essai de mélanges (20). La méthode est néanmoins techniquement applicable aux essais de substances 
multi-constituants et de mélanges. Toutefois, avant d'appliquer la présente méthode d'essai à un mélange pour 
obtenir des données à des fins réglementaires, il convient de vérifier si et, dans l'affirmative, pourquoi les résultats 
peuvent être acceptables dans le cadre réglementaire imposé. Cette vérification n'est pas nécessaire si l'essai du 
mélange répond à une exigence réglementaire. De plus, en cas d'essai portant sur des substances multi-constituants 
ou des mélanges, il convient de s'interroger sur l'interférence possible de constituants cytotoxiques avec les 
réponses observées. La méthode d'essai est applicable aux produits chimiques solubles ou formant une dispersion 
stable (colloïde ou suspension dans laquelle le produit chimique d'essai ne se dépose pas et ne se sépare pas du 
solvant en formant plusieurs phases) dans l'eau ou dans le DMSO (cela vaut pour tous les constituants du produit 
chimique d'essai si l'essai porte sur une substance multi-constituants ou un mélange). Les produits chimiques d'essai 
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qui ne remplissent pas ces conditions à la concentration finale maximale requise de 2 000 μM (cf. paragraphe 22) 
peuvent néanmoins être testés à des concentrations plus faibles. Dans ce cas, les résultats remplissant les critères de 
positivité décrits au paragraphe 39 peuvent quand même être utilisés pour étayer l'identification du produit 
chimique d'essai comme sensibilisant cutané, tandis qu'un résultat négatif obtenu pour des concentrations 
< 1 000 μM sera considéré comme non concluant (voir le modèle prédictif au paragraphe 39). D'une manière 
générale, les substances ayant un LogP calculé inférieur ou égal à 5 ont été testés avec succès, alors que les 
substances extrêmement hydrophobes dont le LogP calculé est supérieur à 7 se situent en dehors des limites 
connues d'applicabilité de la méthode d'essai (14). Pour les substances ayant un LogP calculé compris entre 5 et 7, 
les informations disponibles sont limitées. 

Les résultats négatifs sont à interpréter avec prudence, car les substances réactives exclusivement vis-à-vis des 
résidus lysine peuvent être identifiées comme négatives par la méthode d'essai. De plus, en raison des capacités 
métaboliques limitées de la lignée cellulaire utilisée (21), ainsi que des conditions expérimentales, les pro-haptènes 
(produits chimiques nécessitant une activation enzymatique, par exemple via des enzymes P450) et les pré-haptènes 
(produits chimiques activés par auto-oxydation), en particulier ceux dont l'oxydation est lente, peuvent eux aussi 
donner des résultats négatifs. A l'inverse, les produits chimiques d'essai qui n'agissent pas comme des sensibilisants, 
mais sont néanmoins des facteurs de stress chimique, peuvent donner lieu à des faux positifs (14). De plus, lorsque 
les produits chimiques d'essai sont fortement cytotoxiques, ils ne peuvent pas toujours être évalués de façon fiable. 
Enfin, les produits chimiques d'essai qui interfèrent avec la luciférase peuvent créer un risque de confusion avec 
l'activité de la luciférase, dans les essais au niveau cellulaire, en provoquant soit une inhibition apparente soit une 
luminescence accrue (22). Ainsi, il a été signalé que des concentrations de phyto-œstrogènes supérieures à 1 µM 
interféraient avec les signaux de luminescence, dans d'autres essais avec gènes rapporteurs faisant intervenir la 
luciférase, du fait d'une suractivation du gène rapporteur de la luciférase (23). Il convient donc d'examiner attenti
vement l'expression de la luciférase obtenue à des concentrations élevées de phyto-œstrogènes ou de produits 
chimiques similaires suspectés d'induire une suractivation du gène rapporteur de la luciférase comparable à celle 
résultant des phyto-œstrogènes (23). Dans les cas où l'on peut apporter la preuve que la méthode d'essai ne peut 
s'appliquer à d'autres catégories spécifiques de produits chimiques d'essai, il convient de ne pas utiliser cette 
méthode pour tester les catégories en question. 

Outre qu'elle aide à distinguer les sensibilisants cutanés et des non-sensibilisants, la méthode KeratinoSensTM fournit 
sur la relation concentration-réponse des informations susceptibles de contribuer à l'évaluation de la puissance de 
sensibilisation, dans le cadre d'une approche intégrée IATA (19). Cependant, une étude complémentaire s'appuyant 
de préférence sur des données humaines fiables sera nécessaire pour déterminer de quelle façon les résultats de 
l'essai KeratinoSensTM peuvent contribuer à l'évaluation de la puissance (24) et à la sous-catégorisation des sensibi
lisants selon le SGH/CLP. 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

La méthode d'essai ARE-Nrf2 luciférase utilise une lignée de cellules adhérentes immortalisées dérivées de kérati
nocytes humains HaCaT transfectés de façon stable avec un plasmide sélectionnable. Cette lignée cellulaire contient 
le gène de la luciférase sous le contrôle transcriptionnel d'un promoteur constitutif fusionné à un élément ARE d'un 
gène connu pour l'intensification de son expression sous l'effet de sensibilisants cutanés (25) (26). Le signal de la 
luciférase reflète l'activation par les sensibilisants de gènes endogènes dépendants du facteur Nrf2, et la dépendance 
du signal de la luciférase vis-à-vis de Nrf2 dans la lignée cellulaire recombinante a été démontrée (27). Cela permet 
la mesure quantitative (par détection de luminescence) de l'induction du gène de la luciférase, grâce à l'utilisation de 
substrats de luciférase produisant une luminescence satisfaisante, comme indicateur de l'activité du facteur de 
transcription Nrf2 dans les cellules après exposition à des substances électrophiles. 

Dans l'essai KeratinoSens™, les produits chimiques d'essai sont considérés comme positifs s'ils provoquent une 
induction statistiquement significative de l'activité de la luciférase dépassant un seuil donné (c.à.d. supérieure à 
1,5 fois, soit 50 % d'augmentation, dans la méthode KeratinoSens™), au-dessous d'une concentration donnée 
n'affectant pas significativement la viabilité de la cellule (au-dessous de 1 000 µM, par exemple, et à une concen
tration pour laquelle la viabilité cellulaire est supérieure à 70 % dans la méthode KeratinoSens™ (9) (12)). On 
établit à cet effet le facteur maximal (Imax) par lequel est multipliée l'induction de l'activité de la luciférase par 
rapport au témoin (négatif) de solvant. De plus, les cellules étant exposées à une série de concentrations du produit 
chimique d'essai, la concentration nécessaire pour obtenir une induction statistiquement significative de l'activité de 
la luciférase au-delà du seuil (c.à.d. la valeur CE1,5 dans le cas de la méthode KeratinoSensTM) devra être interpolée à 
partir de la courbe dose-réponse (voir paragraphe 32 pour la méthode de calcul). Enfin, des mesures de cytotoxicité 
devront être réalisées en parallèle pour déterminer si l'induction de l'activité de la liuciférase survient à des concen
trations sub-cytotoxiques. 

28.4.2017 L 112/151 Journal officiel de l'Union européenne FR     



Avant d'utiliser en routine l'essai ARE-Nrf2 luciférase conformément à la présente méthode d'essai, les laboratoires 
devront faire la preuve de leurs compétences techniques, en appliquant la méthode aux dix substances énumérées à 
l'appendice 2. 

Des normes de performance (28) ont été établies pour faciliter la validation de méthodes d'essai ARE-Nrf2 
luciférase in vitro nouvelles ou modifiées similaires à l'essai KeratinoSens™, et permettre de modifier rapidement la 
présente méthode d'essai afin de les y intégrer. L'acceptation mutuelle des données conformément à l'accord de 
l'OCDE ne sera garantie pour les méthodes d'essai validées conformément aux normes de performance que si ces 
méthodes d'essai ont été examinées et incorporées dans la ligne directrice correspondante par l'OCDE. 

MODE OPÉRATOIRE 

La seule méthode actuellement couverte par la présente méthode d'essai est l'essai scientifiquement validé 
KeratinoSens™ (9) (12) (13) (14). Les modes opératoires normalisés pour l'essai KeratinoSens™ sont disponibles et 
il convient de les appliquer lors de la mise en œuvre et de l'utilisation de cette méthode d'essai au laboratoire (15). 
Les laboratoires souhaitant appliquer cette méthode d'essai peuvent obtenir la lignée cellulaire recombinante utilisée 
dans l'essai KeratinoSens™ en établissant un accord de licence avec le développeur de la méthode. On trouvera 
dans les paragraphes qui suivent une description des principaux éléments et modes opératoires de la méthode 
d'essai ARE-Nrf2 luciférase. 

Préparation des cultures de kératinocytes 

Il convient d'utiliser une lignée de cellules transgéniques comportant une insertion stable du gène rapporteur de la 
luciférase sous le contrôle de l'élément ARE (lignée cellulaire KeratinoSens™). A réception, les cellules sont 
multipliées (2 à 4 repiquages, par exemple) afin de former un stock homogène conservé à l'état congelé. Les 
cellules provenant de ce stock d'origine peuvent être multipliées jusqu'à un nombre maximum de repiquages 
(25, dans la méthode KeratinoSens™) et peuvent ensuite être employées pour des essais de routine moyennant 
l'utilisation d'un milieu d'entretien approprié (DMEM additionné de sérum et de généticine, dans la méthode 
KeratinoSens™). 

Pour les essais, les cellules doivent présenter une confluence de 80-90 %, et il convient de veiller à ce qu'elles 
n'arrivent jamais à confluence complète. Une journée avant l'essai, les cellules sont récoltées et réparties dans des 
plaques 96 puits (10 000 cellules/puits dans la méthode KeratinoSens™). On veillera à éviter la sédimentation des 
cellules durant l'ensemencement, afin d'assurer une distribution homogène du nombre de cellules entre les puits. Si 
ce n'est pas le cas, cette étape peut donner lieu à une forte variabilité entre puits. Pour chaque répétition, trois 
réplicats sont utilisés pour mesurer l'activité de la luciférase, et un réplicat parallèle est utilisé pour le test de 
viabilité cellulaire. 

Préparation du produit chimique d'essai et des substances témoins 

Le produit chimique d'essai et les substances témoins sont préparés le jour du test. Dans l'essai KeratinoSens™, les 
produits chimiques d'essai sont dissous dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO) à la concentration finale souhaitée 
(200 mM, par exemple). Les solutions de DMSO peuvent être considérées comme auto-stérilisantes, si bien qu'il 
n'est pas nécessaire de procéder à une filtration stérile. Les produits chimiques d'essai qui ne sont pas solubles dans 
le DMSO sont dissous dans de l'eau stérile ou un milieu de culture, et les solutions sont stérilisées, par exemple par 
filtration. Pour un produit chimique d'essai n'ayant pas de masse moléculaire (MM) définie, une solution mère est 
préparée à une concentration par défaut (40 mg/ml ou 4 % (m/v) dans l'essai KeratinoSens™). Dans le cas où des 
solvants autres que le DMSO, l'eau ou le milieu de culture sont utilisés, une justification suffisamment scientifique 
devra être fournie. 

28.4.2017 L 112/152 Journal officiel de l'Union européenne FR     



A partir des solutions mères du produit chimique d'essai dans le DMSO, des dilutions en série sont préparées avec 
du DMSO pour obtenir 12 concentrations de référence du produit chimique à tester (de 0,098 à 200 mM dans 
l'essai KeratinoSens™). Si le produit chimique d'essai n'est pas soluble dans le DMSO, les dilutions permettant 
d'obtenir les concentrations de référence sont réalisées avec de l'eau stérile ou un milieu de culture stérile. Indépen
damment du solvant utilisé, les concentrations de référence sont ensuite diluées 25 fois dans un milieu de culture 
contenant du sérum, et utilisées finalement pour le traitement après une nouvelle dilution d'un facteur 4, si bien 
que les concentrations finales du produit chimique d'essai vont de 0,98 à 2 000 µM, dans l'essai KeratinoSens™. Il 
est possible d'utiliser d'autres concentrations si cela est justifié (dans le cas d'un produit cytotoxique ou peu soluble, 
par exemple). 

Le témoin (de solvant) négatif utilisé dans l'essai KeratinoSens™ est le DMSO (noCAS 67-68-5, pureté ≥99 %), pour 
lequel six puits sont préparés par plaque. Il est soumis à une dilution identique à celle décrite au paragraphe 22 
pour les concentrations de référence, de telle sorte que la concentration finale du témoin (de solvant) négatif est 
de 1 %, connue pour ne pas affecter la viabilité cellulaire (soit la même concentration de DMSO que dans le 
produit chimique testé et dans le témoin positif). Si le produit chimique d'essai n'est pas soluble dans le DMSO et 
a été dilué dans l'eau, la concentration de DMSO dans tous les puits de la solution d'essai finale doit être ajustée à 
1 %, comme pour les autres produits chimiques d'essai et substances témoins. 

Le témoin positif utilisé dans l'essai KeratinoSens™ est l'aldéhyde cinnamique (noCAS 14371-10-9, pureté ≥98 %), 
pour lequel une série de 5 concentrations de référence allant de 0,4 à 6,4 mM sont préparées dans le DMSO (à 
partir d'une solution mère à 6.4 mM) et diluées selon la procédure décrite au paragraphe 22 pour les concen
trations de référence, si bien que la concentration finale du témoin positif se situe entre 4 et 64 µM. D'autres 
témoins positifs adaptés, donnant de préférence une CE1,5 située dans la fourchette des valeurs moyennes, peuvent 
être utilisés si des données historiques sont disponibles pour dériver des critères d'acceptation issus de procédures 
comparables. 

Application du produit chimique d'essai et des substances témoins 

Pour chaque produit chimique d'essai et substance témoin positive, une expérience est nécessaire pour dériver une 
prédiction (positive ou négative), comportant au minimum deux répétitions indépendantes portant chacune sur 
trois réplicats (soit n = 6). En cas de résultats discordants entre les deux répétitions indépendantes, une troisième 
répétition portant sur trois réplicats (soit n = 9) devra être effectuée. Chaque répétition indépendante est effectuée à 
un jour différent au moyen d'une solution-mère de produit chimique d'essai, et de cellules collectées de façon 
indépendante. Les cellules peuvent cependant être issues du même repiquage. 

Après ensemencement selon le mode opératoire décrit au paragraphe 20, les cellules sont mises en culture pendant 
24 heures dans les plaques de microtitrage 96 puits. Le milieu est ensuite retiré et remplacé par du milieu de 
culture frais (150 µl de milieu de culture contenant du sérum mais dépourvu de généticine dans l'essai 
KeratinoSens™) additionné de 50 µl du produit chimique d'essai et des substances témoins dilués 25 fois. Au 
moins un puits par plaque doit être laissé vide (sans cellules ni traitement) afin de déterminer les valeurs de fond. 

Les plaques traitées sont ensuite mises en incubation pendant environ 48 heures à 37°C ± 1°C sous 5 % de CO2 
dans l'essai KeratinoSens™. Il convient d'éviter l'évaporation des produits chimiques d'essai volatils, ainsi que les 
contaminations croisées entre puits par les produits chimiques d'essai, en couvrant par exemple les plaques d'une 
feuille protectrice avant l'incubation avec les produits chimiques d'essai. 

Mesure de l'activité de la luciférase 

Trois facteurs sont déterminants pour une lecture correcte de la luminescence: 

—  le choix d'un luminomètre sensible, 

—  l'utilisation d'un format de plaques de hauteur suffisante pour éviter une contamination croisée par la lumière, 
et 

—  l'utilisation d'un substrat de luciférase émettant suffisamment de lumière pour assurer une sensibilité 
satisfaisante et une faible variabilité. 
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Avant l'essai, un test sera réalisé selon le mode opératoire décrit à l'appendice 3 afin de vérifier que ces trois 
exigences sont remplies. 

Après 48 heures d'exposition au produit chimique d'essai et aux substances témoins dans l'essai KeratinoSens™, les 
cellules sont lavées avec une solution physiologique tamponnée au phosphate, et le tampon de lyse approprié pour 
la lecture de la luminescence est ajouté à chaque puits pour une durée de 20 minutes à température ambiante. 

Les plaques contenant le lysat cellulaire sont ensuite placées pour lecture dans le luminomètre qui est programmé, 
dans l'essai KeratinoSens™, pour: (i) ajouter dans chaque puits le substrat de luciférase (50 µl), (ii) attendre une 
seconde, puis (iii) intégrer l'activité de la luciférase pendant 2 secondes. Si des paramètres différents sont utilisés 
compte tenu, par exemple, du modèle de luminomètre utilisé, il convient de les justifier. De plus, un substrat 
rayonnant peut également être utilisé, dans la mesure ou le contrôle de la qualité de l'expérience remplit les critères 
décrits à l'Appendice 3. 

Évaluation de la cytotoxicité 

Pour le test de viabilité cellulaire KeratinoSens™, le milieu est remplacé, après les 48 heures d'exposition, par du 
milieu frais contenant du MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium, bromure de 
thiazolyl tetrazolium bleu; noCAS 298-93-1) et les cellules sont mises en incubation pendant 4 heures à 37°C 
sous 5 % de CO2. Le milieu contenant du MTT est alors retiré et les cellules sont lysées pendant la nuit (p.ex. par 
ajout de solution SDS à 10 % dans chaque puits). Après agitation, l'absorption est mesurée à 600 nm au 
photomètre. 

RÉSULTATS ET RAPPORT 

Évaluation des données 

Les paramètres suivants sont calculés dans l'essai KeratinoSens™: 

—  valeur maximale moyenne de l'induction de l'activité de la luciférase (Imax), pour chaque concentration du 
produit chimique d'essai et du témoin positif; 

—  valeur de CE1,5, représentant la concentration pour laquelle une induction de l'activité de la luciférase est 
supérieure au seuil de 1,5 fois (soit une activité augmentée de 50 %) a été obtenue; et 

—  concentrations CI50 et CI30 correspondant à une réduction de 50 % et 30 % de la viabilité cellulaire. 

—  L'équation 1 permet de calculer le facteur multiplicatif de l'induction de l'activité de la luciférase, et la valeur 
résultante maximale de l'induction (Imax) est la moyenne de chacune des répétitions. 

Équation 1: 

Facteur multiplicatif de l' induction ¼
ðLechantillon − LblancÞ

ðLsolvant − LblancÞ

où 

Léchantillon  est la luminescence mesurée dans le puits contenant le produit chimique d'essai 

Lblanc  est la luminescence mesurée dans le puits ne contenant ni cellules ni traitement 

Lsolvent  est la valeur moyenne de la luminescence mesurée dans les puits contenant des cellules et le témoin 
de solvant (négatif) 

CE1,5 est calculée par interpolation linéaire d'après l'équation 2, et la valeur résultante de l' CE1.5 est la moyenne 
géométrique de chacune des répétitions. 

28.4.2017 L 112/154 Journal officiel de l'Union européenne FR     



Équation 2: 

CE1,5 ¼ ðCb − CaÞ �
1,5 − Iα

Ib − Iα

� �

þ Cα  

où 

Ca  est la concentration la plus faible, en µM, provoquant une augmentation de l'induction > 1,5 fois 

Cb  est la concentration la plus forte, en µM, provoquant une augmentation de l'induction < 1,5 fois 

Ia  est la multiplication de l'induction mesurée à la concentration la plus faible donnant une augmentation de 
l'induction > 1,5 fois (moyenne de trois puits réplicats) 

Ib  est la multiplication de l'induction mesurée à la concentration la plus forte donnant une augmentation de 
l'induction < 1,5 fois (moyenne de trois puits réplicats) 

L'équation 3 permet de calculer la viabilité: 

Équation 3: 

Viabilité ¼
ðVéchantillon − VblancÞ

Vsolvant − Vblanc
� 100  

où 

Véchantillon  est l'absorbance mesurée lors du test au MTT dans le puits contenant le produit chimique d'essai 

Vblanc  est l'absorbance mesurée lors du test au MTT dans le puits ne contenant ni cellules ni traitement 

Vsolvant  est la valeur moyenne de l'absorbance mesurée lors du test au MTT dans les puits contenant des 
cellules et le témoin de solvant (négatif) 

CI50 et CI30 sont calculés par interpolation linéaire d'après l'équation 4, et les valeurs résultantes de CI50 et CI30 sont 
les moyennes géométriques de chacune des répétitions. 

Équation 4: 

CIx ¼ ðCb − CαÞ �
ð100 − xÞ − Vα

Vb − Vα

� �

þ Cα  

où 

X  est la réduction en % à la concentration qui doit être établie par calcul (50 et 30 pour CI50 et CI30) 

Ca  est la concentration la plus faible en µM pour laquelle la réduction de viabilité est > x % 

Cb  est la concentration la plus forte en µM pour laquelle la réduction de viabilité est < x % 

Va  est la viabilité en % à la concentration la plus faible pour laquelle la réduction de viabilité est > x % 

Vb  est la viabilité en % à la concentration la plus forte pour laquelle la réduction de viabilité est < x % 

Pour chaque concentration donnant une augmentation de l'induction de l'activité de la luciférase > 1,5 fois, on 
calcule la signification statistique (par un test t de Student bilatéral, par exemple) en comparant la luminescence 
pour les trois échantillons réplicats avec la luminescence pour les puits contenant le témoin de solvant (négatif), 
afin de déterminer si l'induction de l'activité de la luciférase est statistiquement significative (p < 0,05). La concen
tration la plus faible pour laquelle l'augmentation de l'induction de l'activité de la luciférase est > 1,5 fois est la 
valeur déterminant CE1,5. On vérifie dans chaque cas si cette valeur est inférieure à CI30, et donc si la réduction de 
la viabilité cellulaire est bien inférieure à 30 % à la concentration déterminant CE1,5. 
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Il est recommandé de vérifier visuellement les données à l'aide de graphiques. En l'absence de courbe dose-réponse 
clairement observable, ou si la courbe dose-réponse obtenue est biphasique (c'est-à-dire qu'elle croise deux fois le 
seuil de 1,5), il convient de répéter l'expérience pour vérifier si ce résultat est spécifique au produit chimique d'essai 
ou s'il s'agit d'un artefact expérimental. Dans le cas où la réponse biphasique est reproductible au cours d'un essai 
indépendant, c'est la valeur CE1,5 la plus basse (la concentration à laquelle la courbe croise le seuil de 1,5 pour la 
première fois) qui doit être consignée dans le rapport. 

Dans les rares cas où l'on observe une induction statistiquement non significative supérieure à 1,5 fois, suivie d'une 
induction statistiquement significative à une concentration plus élevée, les résultats de cette répétition ne sont 
considérés comme valides et positifs que si une induction statistiquement significative supérieure au seuil de 1,5 
a été obtenue à une concentration non cytotoxique. 

Enfin, pour les produits chimiques d'essai générant une augmentation de l'induction égale ou supérieure à 1,5 fois 
pour la concentration testée la plus faible de 0,98 µM, la valeur de CE1,5 est fixée à < 0,98 sur la base d'un examen 
visuel de la courbe dose-réponse. 

Critères d'acceptabilité 

Les critères d'acceptabilité suivants doivent être remplis lors de la mise en œuvre de l'essai KeratinoSens™. 
Premièrement, l'induction de l'activité de la luciférase obtenue avec le témoin positif (aldéhyde cinnamique) doit 
être significativement supérieure au seuil de 1,5 (d'après un test T, par exemple) pour au moins l'une des concen
trations testées (de 4 à 64 µM). 

Deuxièmement, la valeur de CE1,5 doit se situer dans un intervalle de deux écarts types autour de la moyenne 
historique du laboratoire (entre 7 µM et 30 µM, par exemple, d'après les données utilisées pour la validation), qui 
devra être actualisée régulièrement. De plus, l'induction moyenne des trois réplicats pour l'aldéhyde cinnamique à 
64 µM doit se situer entre 2 et 8. Si ce dernier critère n'est pas rempli, la relation dose-réponse pour l'aldéhyde 
cinnamique devra être vérifiée avec soin, et les tests ne pourront être acceptés que s'il existe une relation dose- 
réponse claire, l'induction de l'activité de la luciférase augmentant avec la concentration pour le témoin positif. 

Enfin, le coefficient moyen de variation de la luminescence pour le témoin (de solvant) négatif DMSO doit être 
inférieur à 20 % pour chaque répétition qui comprend 6 puits testés en triplicats. Si la variabilité est supérieure, les 
résultats ne doivent pas être pris en compte. 

Interprétation des résultats et modèle prédictif 

Une prédiction KeratinoSens™ est considérée comme positive si les 4 conditions suivantes sont remplies lors de 
2 répétitions sur 2 ou sur 3; dans le cas contraire, la prédiction KeratinoSens™ est considérée comme négative 
(figure 1):  

1. Imax est supérieur à (>) 1,5 fois et supérieur de façon statistiquement significative à la valeur obtenue pour le 
témoin (négatif) de solvant (tel qu'il a été déterminé par un test t de Student bilatéral non-apparié);  

2. la viabilité cellulaire est supérieure à (>) 70 % à la concentration la plus faible pour laquelle l'augmentation de 
l'induction de l'activité de la luciférase est supérieure à 1,5 fois (c'est-à-dire à la concentration déterminant CE1,5);  

3. la valeur de CE1.5 est inférieure à (<) 1 000 µM (ou < 200 µg/ml pour les produits chimiques d'essai n'ayant pas 
de masse moléculaire définie);  

4. on observe globalement une relation dose-réponse claire pour l'induction de la luciférase (ou une réponse bi- 
phasique, comme indiqué au paragraphe 33). 

Si, lors d'une répétition donnée, les trois premières conditions sont remplies mais qu'il n'y a pas de relation dose- 
réponse clairement observable pour l'induction de la luciférase, le résultat de cette répétition doit être considéré 
comme non concluant et des tests supplémentaires peuvent être requis (figure 1). En outre, un résultat négatif 
obtenu avec des concentrations < 1 000 µM (ou <200 µg/ml pour les produits chimiques dont le poids moléculaire 
n'est pas défini) sera également considéré comme non concluant (voir le paragraphe 11). 
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Figure 1 

Modèle prédictif utilisé dans l'essai KeratinoSens™. Une prédiction KeratinoSens™ doit être envisagée 
dans le cadre d'une démarche IATA et conformément aux dispositions des paragraphes 9 et 11. 

Dans de rares cas, les produits chimiques d'essai qui induisent une activité de la luciférase à des niveaux très 
proches des concentrations cytotoxiques peuvent être positifs à des concentrations non cytotoxiques (c.à.d. EC1,5 
déterminant la concentration en-dessous (<) de l'IC30), et dans d'autres répétitions, uniquement à des concentrations 
cytotoxiques (c.à.d. EC1,5 déterminant la concentration en-dessus (>) de l'IC30). Ces produits seront re-testés en 
procédant à une analyse dose-réponse plus serrée, avec un facteur de dilution plus bas (par exemple, 1,33 ou √2 
(=1,41) fois entre puits), afin de déterminer si l'induction s'est produite à des niveaux cytotoxiques ou non (9). 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai devra comporter les informations suivantes: 

Produit chimique d'essai 

—  Substance mono-constituant 

—  Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES ou InChI, formule 
structurale et/ou autres identifiants; 
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—  Apparence physique, hydrosolubilité, solubilité dans le DMSO, masse moléculaire et autres propriétés 
physico-chimiques pertinentes, selon les données disponibles; 

—  Pureté, identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc.; 

—  Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

—  Concentration(s) testée(s); 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles. 

—  Substance multi-constituants, UVCB ou mélange: 

—  Caractérisation, dans la mesure du possible, par exemple par l'identité chimique (voir ci-dessus), la pureté, 
les caractéristiques quantitatives et les propriétés physico-chimiques pertinentes (voir ci-dessus) des 
constituants, selon les données disponibles; 

—  Apparence physique, hydrosolubilité, solubilité dans le DMSO et autres propriétés physico-chimiques 
pertinentes, selon les données disponibles; 

—  Masse moléculaire ou masse moléculaire apparente dans le cas de mélanges/polymères de composition 
connue ou autres informations pertinentes pour la conduite de l'étude; 

—  Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

—  Concentration(s) testée(s); 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles. 

Témoins 

—  Témoin positif 

—  Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS, code SMILES ou InChI, formule 
développée et/ou autres identifiants; 

—  Apparence physique, hydrosolubilité, solubilité dans le DMSO, masse moléculaire et autres propriétés 
physico-chimiques pertinentes, selon les données disponibles; 

—  Pureté, identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc.; 

—  Traitement avant essai, s'il y a lieu (chauffage, broyage, par exemple); 

—  Concentration(s) testée(s); 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles; 

—  Référence aux données historiques relatives aux témoins positifs démontrant la conformité aux critères 
d'acceptabilité, s'il y a lieu. 

—  Témoin (véhicule) négatif 

—  Identification chimique: désignation(s) IUPAC ou CAS, numéro(s) CAS et/ou autres identifiants; 

—  Pureté, identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc.; 

—  Apparence physique, masse moléculaire et autres propriétés physico-chimiques pertinentes, si des témoins 
négatifs / véhicules autres que ceux mentionnés dans la méthode d'essai sont utilisés, et selon les données 
disponibles; 

—  Conditions de stockage et stabilité, selon les données disponibles; 

—  Justification du choix du solvant pour chaque produit chimique d'essai. 
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Conditions d'application de la méthode d'essai 

—  Nom et adresse du donneur d'ordre, de l'installation d'essai et du directeur de l'étude; 

—  Description de la méthode d'essai utilisée; 

—  Lignée cellulaire utilisée, conditions de stockage et source (établissement d'où proviennent les cellules, par 
exemple); 

—  Nombre de repiquages et niveau de confluence des cellules utilisées pour l'essai; 

—  Méthode de comptage des cellules utilisée pour l'ensemencement avant l'essai, et mesures prises pour assurer 
une répartition quantitative homogène des cellules (cf. paragraphe 18); 

—  Luminomètre utilisé (modèle, par exemple), en particulier paramétrage des instruments, substrat de luciférase 
utilisé, et démonstration de la qualité des mesures de luminescence, d'après le test décrit à l'appendice 3; 

—  Procédure appliquée pour démontrer les compétences du laboratoire dans l'application de la méthode d'essai (p. 
ex. au moyen des substances d'épreuve de compétence) ou pour démontrer la reproductibilité de cette 
application dans le temps. 

Mode opératoire 

—  Nombre de répétitions et de réplicats utilisés; 

—  Concentration de produit chimique d'essai, procédure d'application et moment d'exposition (si différent du 
moment recommandé) 

—  Description des critères d'évaluation et de décision appliqués; 

—  Description des critères d'acceptabilité de l'étude appliqués; 

—  Description de toutes modifications apportées au mode opératoire. 

Résultats 

—  Tableau des valeurs obtenues pour Imax, CE1,5 (c.à.d. IC50 et IC30) et la viabilité, pour le produit chimique d'essai 
et pour le témoin positif dans chaque répétition, ainsi que des valeurs moyennes (Imax: moyenne arithmétique; 
CE1,5 et viabilité: moyenne géométrique) et des écarts-types calculés en utilisant les données de chaque 
répétition, et indication du classement du produit chimique d'essai selon le modèle prédictif; 

—  Coefficient de variation des données de luminescence obtenu dans chaque expérience pour le témoin négatif; 

—  Graphique représentant les courbes dose-réponse pour l'induction de l'activité de la luciférase et la viabilité; 

—  Description de toutes autres observations pertinentes, s'il y a lieu. 

Discussion des résultats 

—  Discussion des résultats obtenus par l'essai KeratinoSens™; 

—  Examen des résultats de la méthode d'essai dans le contexte d'une démarche intégrée (IATA), si d'autres 
informations pertinentes sont disponibles. 

Conclusions 
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Appendice 1 

DÉFINITIONS 

AOP (Adverse Outcome Pathway): séquence d'événements conduisant à la survenue d'un effet indésirable in vivo, 
à partir de la structure chimique d'un produit chimique cible ou d'un groupe de produits chimiques similaires et de 
l'événement initiateur au niveau moléculaire (2). 

ARE: L'élément de réponse antioxydant (aussi appelé EpRE, élément de réponse électrophile) est un élément de 
réponse présent dans la région promotrice amont de nombreux gènes cytoprotecteurs et gènes de phase II. 
Lorsqu'il est activé par le facteur Nfr2, il médie l'induction transcriptionnelle de ces gènes. 

Coefficient de variation: la mesure de la variabilité calculée pour un groupe de données issues de réplicats en 
divisant la déviation standard par la moyenne. Cette mesure peut être multipliée par 100 pour obtenir un 
pourcentage. 

Danger: Propriété inhérente d'un agent ou d'une situation susceptible de provoquer des effets indésirables 
lorsqu'un organisme, un système ou une (sous-) population est exposé(e) à cet agent. 

EC1,5: Concentration, établie par interpolation, à laquelle l'induction de luciférase est multipliée par 1.5. 

Fiabilité: Indique dans quelle mesure la mise en œuvre d'une méthode d'essai peut être reproduite au cours du 
temps par un même laboratoire ou plusieurs laboratoires utilisant le même mode opératoire. Pour l'évaluer, on 
calcule la reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires et la répétabilité intra-laboratoire (29). 

IATA (Integrated Approach to Testing and Assessment): Approche structurée utilisée dans l'identification du 
danger (potentiel), la caractérisation du danger (puissance) et/ou dans l'évaluation'de la sécurité (potentiel de danger/ 
puissance du danger et exposition) d'un produit chimique ou d'un groupe de produits chimiques, qui intègre de 
façon stratégique et pondérée toutes les données pertinentes dans le but d'informer une décision réglementaire sur 
le danger potentiel et/ou le risque et/ou le besoin d'effectuer d'autres tests ciblés. 

IC30: Concentration pour laquelle la viabilité cellulaire, établie par le test au MTT (bromure de 3-(4,5-diméthyl
thiazol-2-yl)-2,5-diphényltétrazolium, bromure de thiazolyl tetrazolium bleu; noCAS 298-93-1), est réduite de 
30 %. 

IC50: Concentration pour laquelle la viabilité cellulaire, établie par le test au MTT, est réduite de 50 %. 

Imax: Facteur d'induction maximale de l'activité de la luciférase, à quelque concentration du produit chimique 
d'essai, comparé au témoin (négatif) de solvant. 

Keap1: Kelch-like ECH-associated protein 1, est une protéine détectrice pouvant réguler l'activité du facteur Nrf2. 
En conditions non induites, la protéine détectrice Keap1 cible le facteur de transcription Nrf2 et provoque son 
ubiquitination et sa dégradation protéolytique dans le protéasome. En cas de modification covalente des résidus 
cystéine réactifs de Keap1 par des molécules de petite taille, Nrf2 peut se dissocier de Keap1 (8) (10) (11). 

Mélange: Mélange ou solution constitué(e) d'au moins deux substances qui ne réagissent pas entre elles (1). 

Méthode d'essai valide: Méthode d'essai dont la pertinence et la fiabilité sont jugées satisfaisantes pour des fins 
spécifiques, et qui repose sur des principes scientifiquement valables. Une méthode d'essai n'est jamais valide dans 
l'absolu, mais seulement par rapport à une fin particulière (29). 

Nrf2: Nuclear factor (erythroid-derived 2)-like 2, Facteur de transcription intervenant dans la voie de réponse 
antioxydante. Lorsque Nrf2 n'est pas ubiquitiné, il se développe dans le cytoplasme et se transloque dans le noyau, 
où il se combine à l'ARE dans la région promotrice amont de nombreux gènes cytoprotecteurs, dont il initie la 
transcription (8) (10) (11). 

Pertinence: Décrit la relation entre l'essai et l'effet étudié, et rend compte de l'adéquation de l'essai et de son utilité 
à des fins spécifiques. La pertinence indique dans quelle mesure l'essai mesure ou prédit correctement l'effet 
biologique d'intérêt. Elle tient compte de la précision (concordance) d'une méthode d'essai (29). 
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Précision: Étroitesse de l'accord entre les résultats de la méthode d'essai et les valeurs de référence acceptées. Elle 
constitue une mesure de performance de la méthode d'essai et l'un des aspects de sa «pertinence». Ce terme est 
souvent utilisé au sens de «concordance», pour qualifier la proportion de résultats corrects d'une méthode d'essai 
(29). 

Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Produit chimique d'essai: Le terme «produit chimique d'essai» désigne ce qui est testé. 

Reproductibilité: Accord entre les résultats obtenus lors d'essais pratiqués sur le même produit chimique selon le 
même mode opératoire (voir Fiabilité) (29). 

Sensibilité: Proportion des produits chimiques positifs/actifs qui sont correctement classés par la méthode d'essai. 
Elle permet de mesurer la précision d'une méthode d'essai produisant des données catégorielles, et constitue un 
aspect important de l'évaluation de la pertinence d'une méthode d'essai (29). 

SGH (Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des Nations 
unies): Système proposant la classification des produits chimiques (substances et mélanges) conformément à des 
types et des niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communication 
des éléments d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, mentions 
de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser des informations sur leurs effets 
indésirables dans l'objectif de protéger les personnes (en particulier les employeurs, employés, transporteurs, 
consommateurs et personnels des services d'urgence) et l'environnement (1). 

Spécificité: Proportion des produits chimiques négatifs/inactifs qui sont correctement classés par la méthode 
d'essai. Elle permet de mesurer la précision d'une méthode d'essai produisant des données catégorielles, et constitue 
un aspect important de l'évaluation de la pertinence d'une méthode d'essai (29). 

Substance: Élément chimique et ses composés, présents à l'état naturel ou obtenus grâce à un procédé de 
production. Ce terme inclut tout additif nécessaire pour préserver la stabilité du produit ainsi que toute impureté 
produite par le procédé utilisé, mais exclut tout solvant pouvant être extrait sans affecter la stabilité ni modifier la 
composition de la substance (1). 

Substance mono-constituant: Substance, définie par sa composition quantitative, dans laquelle un constituant 
principal est présent à hauteur de 80 % minimum (m/m). 

Substance multi-constituants: Substance, définie par sa composition quantitative, dans laquelle plus d'un 
constituant principal est présent dans une concentration ≥ 10 % (m/m) et < 80 % (m/m). Une substance multi- 
constituants résulte d'un processus de fabrication. La différence entre un mélange et une substance multi- 
constituants est qu'un mélange est obtenu en associant deux substances ou plus sans qu'il se produise de réaction 
chimique. Une substance multi-constituants est le résultat d'une réaction chimique. 

Témoin de solvant/véhicule: Réplicat contenant tous les composants d'un système d'essai, excepté le produit 
chimique d'essai, mais comprenant le solvant utilisé. Il sert à déterminer une réponse de référence pour les 
échantillons traités avec le produit chimique d'essai dissous dans le même solvant ou véhicule. 

UVCB: Substances de composition inconnue ou variable, produits de réaction complexes ou matériels biologiques.   
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Appendice 2 

SUBSTANCES D'ÉPREUVE DE COMPÉTENCE 

Sensibilisation cutanée in vitro: méthode d'essai ARE-Nrf2 luciférase 

Avant d'utiliser en routine la présente méthode d'essai, les laboratoires doivent démontrer leurs compétences 
techniques en obtenant les prédictions attendues par la méthode KeratinoSensTM pour les 10 substances d'épreuve 
de compétence recommandées au tableau 1, et en obtenant des valeurs de CE1,5 et CI50 se situant dans les domaines 
de référence respectifs de ces deux grandeurs pour au moins 8 des 10 substances d'épreuve de compétence. Ces 
substances ont été sélectionnées de façon à représenter la gamme des réponses possibles en ce qui concerne les 
dangers de sensibilisation cutanée. Les autres critères de sélection sont la disponibilité des substances dans le 
commerce, ainsi que la qualité élevée des données de référence in vivo disponibles et des données in vitro obtenues 
par l'essai KeratinoSensTM. 

Tableau 1 

Substances recommandées pour démontrer les compétences techniques relatives à l'essai KeratinoSensTM 

Substances 
d'épreuve de 
compétence 

NoCAS État 
physique 

Prédiction in 
vivo (1) 

Prédiction Kera
tinoSensTM (2) 

CE1,5 (µM ) 
Domaine de 
référence (3) 

CI50 (µM ) 
Domaine de 
référence (3) 

Isopropanol 67-63-0 Liquide Non-sensibili
sant 

Négative > 1 000 > 1 000 

Acide salicylique 69-72-7 Solide Non-sensibili
sant 

Négative > 1 000 > 1 000 

Acide lactique 50-21-5 Liquide Non-sensibili
sant 

Négative > 1 000 > 1 000 

Glycérol 56-81-5 Liquide Non-sensibili
sant 

Négative > 1 000 > 1 000 

Alcool cinnamy
lique 

104-54-1 Solide Sensibilisant 
(faible) 

Positive 25 – 175 > 1 000 

Diméthacrylate 
d'éthylene glycol 

97-90-5 Liquide Sensibilisant 
(faible) 

Positive 5 – 125 > 500 

2-Mercaptobenzo
thiazole 

149-30-4 Solide Sensibilisant 
(modéré) 

Positive 25 – 250 > 500 

Methyldibromo 
glutaronitrile 

35691-65-7 Solide Sensibilisant 
(fort) 

Positive < 20 20 – 100 

4-Methylamino
phenol sulfate 

55-55-0 Solide Sensibilisant 
(fort) 

Positive < 12.5 20 – 200 

2,4-Dinitro-chlo
robenzène 

97-00-7 Solide Sensibilisant 
(extrême) 

Positive < 12.5 5 – 20 

(1)  La prédiction des dangers in vivo (et la puissance) est fondée sur les données ELGL (13). La puissance in vivo est déterminé au 
moyen des critères proposé par ECETOC (24). 

(2) Une prédiction KeratinoSensTM doit être envisagée dans le cadre d'une démarche de type IATA et conformément aux disposi
tions des paragraphes 9 et 11 de la présente méthode d'essai. 

(3)  D'après les données historiques observées (12).   
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Appendice 3 

CONTRÔLE QUALITÉ DES MESURES DE LUMINESCENCE 

Expérience préliminaire visant à garantir des mesures de luminescence optimales lors de l'essai Keratino
SensTM 

Les trois paramètres suivants sont essentiels pour garantir l'obtention de résultats fiables au luminomètre: 

—  sensibilité suffisante assurant un niveau de fond stable dans les puits témoins; 

—  absence de gradient sur la plaque dû à des temps de lecture trop longs; et 

—  absence de contamination lumineuse des puits à forte activité vers les puits adjacents. 

Avant de procéder à l'essai, il est recommandé de vérifier la qualité des mesures de luminescence en testant une 
plaque témoin organisée comme indiqué ci-après (analyse en triplicat). 

Organisation de la plaque pour l'essai préliminaire  

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

B DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

C DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

D DMAEG 
0,98 

DMAEG 
1,95 

DMAEG 
3,9 

DMAEG 
7,8 

DMAEG 
15,6 

DMAEG 
31,25 

DMAEG 
62,5 

DMAEG 
125 

DMAEG 
250 

DMAEG 
500 

DMAEG 
1000 

DMAEG 
2000 

E DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

F DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

G DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO 

H DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO DMSO AC 4 AC 8 AC 16 AC 32 AC 64 Vide   

DMAEG = diméthacrylate d'éthylène glycol (CAS No: 97-90-5), produit chimique provoquant une forte induction 

AC = aldéhyde cinnamique, témoin positif (CAS No: 104-55-2) 

L'analyse de contrôle qualité doit établir: 

—  une relation dose-réponse claire à la ligne D, avec un Imax > 20 fois le niveau de fond (dans la plupart des cas, 
Imax atteint des valeurs comprises entre 100 et 300); 
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—  l'absence de relation dose-réponse aux lignes C et E (pas de valeur d'induction supérieure à 1.5 (idéalement 1.3) 
en raison d'une possible contamination lumineuse, particulièrement à proximité des puits fortement actifs de la 
ligne DMAEG); 

—  l'absence de différence statistiquement significative entre les lignes A, B, C, E, F et G (absence de gradient sur la 
plaque); et 

—  une variabilité dans les lignes A, B, C, E, F et G et les puits DMSO de la ligne H qui est inférieure à 20 % 
(niveau de fond stable).   
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B.61 Méthode d'essai de diffusion de fluorescéine pour identifier les substances corrosives et fortement 
irritantes pour l'œil 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 460 (2012) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. La méthode d'essai de diffusion de fluorescéine (DF) est une méthode d'essai in vitro qui, dans certaines 
circonstances et assortie de restrictions spécifiques, peut être utilisée pour classer les produits chimiques 
(substances et mélanges) comme corrosifs et fortement irritants pour l'œil, au sens du Système général harmonisé 
de classification et d'étiquetage des produits chimiques (SGH) des Nations Unies (ONU) (catégorie 1), du règlement 
(CE) no 1272/2008 de l'Union européenne relatif à la classification, à l'étiquetage et à l'emballage des substances et 
des mélanges (CLP) (1) (catégorie 1), et de l'Agence de protection de l'environnement des États-Unis (EPA) 
(catégorie I) (1) (2). Aux fins de la présente méthode d'essai, les substances fortement irritantes pour l'œil sont 
définies comme des produits chimiques provoquant des lésions des tissus oculaires après application sur l'œil, 
lésions qui ne sont pas réversibles dans les 21 jours suivant l'application ou qui entraînent une dégradation sévère 
de la vue, tandis que les substances corrosives pour l'œil occasionnent des lésions irréversibles des tissus oculaires. 
Ces substances sont classées dans la catégorie 1 du SGH (ONU), la catégorie 1 du CLP (UE) ou la catégorie I de 
l'EPA (États-Unis). 

Bien que la méthode d'essai de DF n'ait pas été validée comme méthode substitutive complète à l'essai oculaire in 
vivo sur le lapin, elle est recommandée comme élément d'une stratégie d'essais à plusieurs niveaux à des fins de 
classification et d'étiquetage réglementaires. Le recours à la DF est en effet recommandé en phase initiale d'une 
approche «top-down» (descendante) pour identifier les substances corrosives et fortement irritantes pour l'œil, en 
particulier pour certains types de produits chimiques (substances et mélanges hydrosolubles) (3) (4). 

Il est généralement admis que dans notre horizon de prévision, aucun essai unique d'irritation oculaire in vitro ne 
pourra remplacer le test in vivo [méthode d'essai B.5 (5)] pour établir le degré d'irritation provoqué par les 
différentes classes de produits chimiques. Cependant, la combinaison de plusieurs méthodes de substitution dans le 
cadre d'une stratégie d'essais (à plusieurs niveaux) pourrait remplacer le test in vivo (4). L'approche «top-down» (45) 
est indiquée lorsque, d'après les informations existantes, on s'attend à ce qu'un produit chimique soit fortement 
irritant. 

Suivant le modèle prédictif détaillé au paragraphe 35, la méthode d'essai de DF permet, sans essai complémentaire, 
de classer les produits chimiques comme corrosifs ou fortement irritants pour l'œil dans un domaine d'applicabilité 
limité (catégorie 1 du SGH; catégorie 1 du CLP; catégorie I de l'EPA). On suppose que la méthode s'applique 
également aux mélanges bien qu'aucun mélange n'ait été utilisé pour la validation. La méthode d'essai de DF peut 
donc servir à identifier les substances chimiques irritantes/corrosives pour l'œil en suivant la stratégie d'essais 
séquentiels de la méthode d'essai B.5 (6). Toutefois, si un produit chimique n'est pas identifié comme corrosif ou 
fortement irritant pour l'œil à l'issue de l'essai de DF, il convient de le soumettre à une ou plusieurs autres 
méthodes d'essai (in vitro et/ou in vivo) capables d'identifier précisément i) les substances qui sont des faux négatifs 
pour les essais de DF in vitro visant à repérer les effets corrosifs/fortement irritants sur l'œil (catégorie 1 du SGH; 
catégorie 1 du CLP; catégorie I de l'EPA); ii) les substances non classées en ce qui concerne la corrosion/l'irritation 
oculaire (pas de catégorie dans le SGH; pas de catégorie dans le CLP; catégorie IV de l'EPA); et/ou iii) les substances 
modérément à légèrement irritantes pour l'œil (catégories 2A et 2B du SGH; catégorie 2 du CLP; catégories II et III 
de l'EPA). 

L'objet de la présente méthode d'essai est de décrire les procédures utilisées pour évaluer les éventuels effets 
corrosifs ou fortement irritants pour l'œil d'un produit chimique au regard de sa capacité d'induire des lésions sur 
une monocouche épithéliale confluente imperméable. L'intégrité de la perméabilité transépithéliale constitue une 
fonction primordiale d'un épithélium tel que celui présent dans la conjonctive et la cornée. La perméabilité transépi
théliale est contrôlée par diverses jonctions serrées. Une corrélation a été démontrée entre l'augmentation de la 
perméabilité de l'épithélium cornéen in vivo et la sévérité de l'inflammation et des lésions de la surface de l'œil 
observées dans le développement d'une irritation oculaire. 

La méthode d'essai de DF permet de mesurer les effets toxiques induits après un court temps d'exposition au 
produit chimique d'essai en déterminant l'augmentation de la perméabilité à la fluorescéine-sodium à travers une 
monocouche épithéliale de cellules rénales de chien Madin-Darby (MDCK) cultivées sur des inserts perméables. La 
quantité de fluorescéine qui se diffuse est proportionnelle aux lésions provoquées par le produit chimique sur les 
jonctions serrées, les desmosomes et les cellules membranaires, et permet ainsi d'estimer sa toxicité potentielle pour 
l'œil. L'appendice 1 contient un diagramme représentant les cellules MDCK cultivées sur la membrane d'un insert 
pour la méthode d'essai de DF. 
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l'emballage des substances et des mélanges, modifiant et abrogeant les directives 67/548/CEE et 1999/45/CE et modifiant le règlement 
(CE) no 1907/2006. 



Les définitions utilisées sont données à l'appendice 2. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES ET LIMITES 

La méthode d'essai s'inspire du protocole INVITTOX no 71 (6) qui a fait l'objet d'une évaluation dans le cadre d'une 
étude de validation internationale par le Centre européen pour la validation de méthodes alternatives (ECVAM), en 
collaboration avec le Comité de coordination inter-agences pour la validation des méthodes alternatives (ICCVAM) 
des États-Unis et avec le Centre japonais pour la validation de méthodes alternatives (JaCVAM). 

La méthode d'essai de DF n'est pas recommandée pour identifier les produits chimiques qui devraient être classés 
comme légèrement à modérément irritants, ou ceux qui ne devraient pas être classés comme irritants pour l'œil 
(substances et mélanges) (qui relèvent des catégories 2A/2B ou d'aucune catégorie dans le SGH; de la catégorie 2 ou 
d'aucune catégorie dans le CLP; des catégories II, III et IV de l'EPA), comme l'a démontré l'étude de validation (3) 
(7). 

La méthode d'essai ne s'applique qu'aux produits chimiques (substances et mélanges) hydrosolubles. Elle permet 
généralement de prévoir avec précision l'effet potentiel fortement irritant pour l'œil de produits chimiques qui sont 
hydrosolubles et/ou dont l'effet toxique n'est pas modifié par la dilution (7). Dans les conditions expérimentales, un 
produit chimique sera considéré comme hydrosoluble s'il est soluble dans une solution saline équilibrée de Hanks 
(HBSS) stérile avec calcium (à 1,0 — 1,8 mM) et sans rouge phénol, à une concentration supérieure ou égale à 
250 mg/ml (soit une dose au-dessus de la valeur seuil fixée à 100 mg/ml). Néanmoins, si la substance d'essai est 
soluble à une concentration inférieure à 100 mg/ml, mais induit déjà une DF de 20 % à cette concentration (donc 
si DF20 < 100 mg/ml), elle peut quand même être classée dans la catégorie 1 du SGH ou dans la catégorie I de 
l'EPA. 

Les acides et bases forts, les fixateurs cellulaires et les substances très volatiles sont hors des limites d'application 
mises en évidence pour cette méthode d'essai. Ces produits chimiques participent en effet à des mécanismes qui ne 
sont pas mesurés par la méthode de DF, par exemple coagulation extensive, saponification ou réactions chimiques 
spécifiques. Les résultats obtenus avec les produits chimiques d'essai colorés et visqueux révèlent d'autres limites de 
la capacité de prévision de cette méthode (7). En effet, ces deux types de substances sont difficiles à éliminer de la 
monocouche après le court temps d'exposition, et il est suggéré que la qualité de prévision de la méthode d'essai 
pourrait être améliorée en augmentant le nombre d'étapes de lavage mises en œuvre. Par ailleurs, les produits 
chimiques solides en suspension dans un liquide ont tendance à précipiter, si bien qu'il peut être difficile de 
déterminer la concentration finale à laquelle sont exposées les cellules. Si l'on exclut de la base de données les 
produits chimiques relevant de ces classes chimiques et physiques, la précision de la méthode de DF au regard des 
systèmes de classification de l'UE, de l'EPA et de l'ONU se trouve considérablement améliorée (7). 

Dans l'optique de la présente méthode d'essai (qui vise exclusivement à identifier les substances corrosives/ 
fortement irritantes pour l'œil), les taux de faux négatifs (voir paragraphe 13) ne sont pas préoccupants car les 
produits chimiques concernés feront l'objet d'essais chez le lapin ou d'autres essais in vitro dûment validés, 
conformément aux exigences de la réglementation, selon une démarche expérimentale séquentielle fondée sur 
l'analyse du poids de la preuve (5) (voir également les paragraphes 3 et 4). 

La méthode d'essai de DF révèle d'autres limites à l'examen des taux de faux négatifs et faux positifs. Quand l'essai 
de DF est mis en œuvre en phase initiale d'une approche «top-down» pour identifier les substances et mélanges 
hydrosolubles corrosifs/fortement irritants pour l'œil (catégorie 1 du SGH; catégorie 1 du CLP; catégorie I de l'EPA), 
le taux de faux positifs est situé entre 7 % (7/103; SGH et CLP) et 9 % (9/99; EPA) et celui de faux négatifs entre 
54 % (15/28; EPA) et 56 % (27/48; SGH et CLP), par rapport aux résultats obtenus in vivo. Les groupes de produits 
chimiques induisant des faux positifs et/ou des faux négatifs avec la méthode d'essai de DF ne sont pas définis dans 
le présent document. 

Certaines limites techniques sont propres à la culture de cellules MDCK. Les jonctions serrées qui bloquent le 
passage du colorant (fluorescéine-sodium) à travers la monocouche baissent en qualité avec l'augmentation du 
nombre de repiquages des cultures. Or, la formation incomplète des jonctions serrées débouche sur une hausse de 
la diffusion de fluorescéine dans le témoin non traité. Il importe donc de définir un niveau de diffusion maximal 
admissible dans les témoins non traités (voir paragraphe 38: diffusion de 0 %). Comme dans tous les essais in vitro, 
les cellules employées risquent de se transformer au fil du temps, c'est pourquoi il est crucial de préciser la 
fourchette du nombre de passages des essais. 

Le domaine d'applicabilité actuel pourrait être étendu dans certains cas, mais seulement après analyse d'un 
ensemble élargi de données sur les produits chimiques testés, données obtenues de préférence lors d'essais (4). La 
présente méthode d'essai sera mise à jour en conséquence, après l'examen de nouvelles informations et données. 
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Tout laboratoire qui fait appel au présent essai pour la première fois doit recourir aux produits chimiques d'épreuve 
de compétence indiqués à l'appendice 3. Les laboratoires peuvent utiliser ces substances pour apporter la preuve de 
leur compétence technique au regard de la mise en œuvre de la méthode d'essai de DF avant de soumettre les 
résultats des essais de DF à des fins de classification réglementaire dans une catégorie de danger. 

PRINCIPE DE L'ESSAI 

La méthode d'essai de DF est un essai in vitro fondé sur des paramètres de cytotoxicité et de fonctionnement 
cellulaire, réalisé sur une monocouche confluente de cellules épithéliales tubulaires MDCK CB997 cultivées sur des 
inserts semi-perméables et qui modélisent l'état non proliférant de l'épithélium cornéen in vivo. La lignée cellulaire 
MDCK est bien établie et forme des jonctions serrées et des desmosomes similaires à ceux que l'on observe sur la 
face apicale des épithéliums conjonctif et cornéen. In vivo, les jonctions serrées et les desmosomes empêchent les 
solutés et les substances exogènes de pénétrer l'épithélium cornéen. La perte d'imperméabilité transépithéliale, qui 
résulte de lésions des jonctions serrées et des desmosomes, est l'un des effets précoces de l'irritation oculaire 
d'origine chimique. 

Le produit chimique d'essai est appliqué sur la couche confluente de cellules cultivées sur la face apicale de l'insert. 
Un temps d'exposition réduit, de 1 min, est généralement appliqué pour refléter la vitesse de clairance 
normalement associée aux expositions humaines. L'un des avantages d'une courte durée d'exposition est que les 
substances et mélanges aqueux peuvent être évalués purs, s'il est possible de les éliminer facilement à l'issue du 
temps d'exposition. Cette possibilité permet d'effectuer des comparaisons plus directes avec les effets chimiques 
chez l'être humain. Le produit chimique d'essai est ensuite éliminé et la fluorescéine-sodium, un colorant non 
toxique et très fluorescent, est ajoutée sur la face apicale de la monocouche pendant 30 minutes. Les lésions 
induites par le produit chimique d'essai sur les jonctions serrées sont déterminées par la quantité de fluorescéine 
qui diffuse à travers la couche cellulaire pendant une durée définie. 

La quantité de colorant (fluorescéine-sodium) qui a traversé la monocouche puis la membrane de l'insert et se 
retrouve dans un volume donné de solution du puits (où diffuse le colorant) est déterminée par mesure spectrofluo
rimétrique de la concentration de fluorescéine dans le puits. L'ampleur de la diffusion de fluorescéine (DF) est 
calculée par rapport aux intensités de fluorescence (IF) relevées pour deux témoins: un témoin à blanc et un témoin 
de la diffusion maximale. Le pourcentage de diffusion, et donc l'ampleur des lésions des jonctions serrées, est 
exprimé, par rapport à ces deux témoins, pour chacune des concentrations du produit chimique d'essai. On calcule 
alors la DF20 (c'est-à-dire la concentration provoquant une DF égale à 20 % de la valeur relevée pour la 
monocouche confluente non exposée et les inserts sans cellules). La valeur de la DF20 (mg/ml) est alors utilisée dans 
le modèle de prévision pour identifier les produits chimiques corrosifs et fortement irritants pour l'œil (voir 
paragraphe 35). 

La capacité de récupération constitue un aspect important du profil toxicologique d'un produit chimique d'essai, 
également évaluée dans l'essai d'irritation oculaire in vivo. Des analyses préliminaires indiquent que les données sur 
la récupération (jusqu'à 72 h après l'exposition chimique) sont susceptibles d'améliorer la capacité de prévision du 
protocole INVITTOX 71, mais d'autres évaluations s'imposent et nécessitent des données supplémentaires, obtenues 
de préférence lors d'essais complémentaires (6). La présente méthode d'essai sera mise à jour en conséquence, après 
l'examen de nouvelles informations et données. 

MODE OPÉRATOIRE 

Préparation de la monocouche cellulaire 

La monocouche de cellules MDCK CB997 est préparée avec des cellules sub-confluentes cultivées en fioles dans le 
milieu de Eagle modifié de Dulbecco/mélange nutritif F12 (concentré x 1 avec L-glutamine, HEPES à 15 mM, 
calcium à 1,0 — 1,8 mM, et 10 % de SVF/SBF désactivé à chaud). Il importe que tous les milieux et solutions 
employés au cours de l'essai de DF contiennent du calcium à une concentration située entre 1,0 mM (111 mg/l) et 
1,8 mM (200 mg/l), pour garantir la formation et l'intégrité des jonctions serrées. La fourchette du nombre de 
repiquages de cellules doit faire l'objet d'un témoin pour assurer une formation régulière et reproductible des 
jonctions serrées. On privilégiera les cellules obtenues après 3 à 30 repiquages à partir de la décongélation, car les 
cultures situées dans cette plage présentent une fonctionnalité similaire, ce qui contribue à la reproductibilité des 
résultats de l'essai 
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En amont de l'essai de DF, les cellules sont détachées de la fiole par trypsinisation et centrifugées, puis la quantité 
nécessaire de cellules est repiquée dans les inserts placés dans des plaques 24 puits (voir appendice 1). Pour ce 
repiquage, on utilisera des inserts de 12 mm de diamètre équipés d'une membrane en esters cellulosiques mixtes de 
80 à 150 µm d'épaisseur et percée de pores de 0.45 µm. L'étude de validation a été réalisée avec des inserts 
Millicell-HA 12 mm. Les propriétés de l'insert et du type de membrane sont importantes dans la mesure où elles 
peuvent modifier la croissance cellulaire et la formation de liaisons chimiques. Certains types de produits chimiques 
peuvent en effet se lier à la membrane de l'insert Millicell-HA, ce qui peut jouer sur l'interprétation des résultats. Il 
convient d'utiliser les produits chimiques d'épreuve de compétence (voir appendice 3) pour démontrer l'équivalence 
d'autres membranes, le cas échéant. 

La formation de liaisons chimiques avec la membrane de l'insert est plus courante avec les composés cationiques, 
comme le chlorure de benzalkonium, qui sont attirés par la membrane chargée (7). Ces liaisons chimiques sont 
susceptibles de prolonger le temps d'exposition au produit chimique étudié, et d'entraîner ainsi une surestimation 
de sa toxicité potentielle; elles peuvent aussi limiter physiquement la diffusion de fluorescéine à travers l'insert, en 
liant le colorant au composé cationique lui-même lié à la membrane, ce qui donne lieu à une sous-estimation de la 
toxicité potentielle du produit chimique d'essai. On peut évaluer ce phénomène directement en exposant la 
membrane seule à la concentration maximale du produit chimique testé, puis en ajoutant le colorant fluorescéine- 
sodium à la concentration normale et pendant le temps d'exposition standard (pas de témoins des cellules). Si la 
fluorescéine se lie à la membrane de l'insert, celle-ci paraît jaunie une fois que le produit chimique d'essai a été 
éliminé par lavage. Il est donc essentiel de connaître les affinités de liaison du produit chimique d'essai afin de 
pouvoir interpréter son effet sur les cellules. 

Le repiquage des cellules sur les inserts doit permettre d'obtenir une monocouche confluente au moment de 
l'exposition chimique. On ajoute 1.6 × 105 cellules par insert (400 µl de suspension cellulaire avec une densité de 
4 × 105 cellules/ml). Dans ces conditions, une monocouche confluente apparaît généralement après 96 heures de 
culture. Il convient d'examiner visuellement les inserts avant le repiquage, pour s'assurer que les lésions éventuel
lement consignées à l'occasion de la vérification visuelle décrite au paragraphe 30 découlent de la manipulation. 

Les cultures de cellules MDCK sont maintenues dans des incubateurs en atmosphère humidifiée, à 5 ± 1 % de CO2 
et 37 ± 1 °C. Les cellules sont exemptes de toute contamination bactérienne, virale, mycoplasmique ou fongique. 

Application des produits chimiques d'essai et témoins 

Une nouvelle solution-mère du produit chimique à tester doit être préparée pour chaque série d'essai et utilisée 
dans les 30 minutes qui suivent sa préparation. Les produits chimiques d'essai sont préparés dans le HBSS avec 
calcium (à 1,0 — 1,8 mM) et sans rouge phénol, pour éviter les liaisons avec les protéines sériques. La solubilité du 
produit chimique à 250 mg/ml est évaluée avant l'essai. Si, à cette concentration, il forme une suspension ou une 
émulsion stable (c'est-à-dire qui reste uniforme et ne décante pas ou ne se sépare pas en plusieurs phases) pendant 
30 minutes, on peut maintenir le choix du HBSS comme solvant. Néanmoins, si le produit chimique s'avère 
insoluble dans le HBSS à cette concentration, on envisagera de recourir à d'autres méthodes que l'essai de DF. La 
prudence est de mise concernant l'utilisation d'une huile minérale légère comme solvant, dans les cas où le produit 
chimique se révèle insoluble dans le HBSS, car les données accessibles sont insuffisantes pour conclure sur la 
performance de l'essai de DF dans ces conditions. 

Tous les produits chimiques à évaluer sont préparés à partir de la solution-mère, dans du HBSS stérile avec calcium 
(à une concentration de 1.0 — 1.8 mM) et sans rouge phénol, en cinq dilutions dont les concentrations massiques 
sont fixées: 1, 25, 100 et 250 mg/ml ainsi qu'une solution pure ou saturée. En cas d'évaluation d'un composé 
solide, on inclura une très forte concentration de 750 mg/ml. Cette concentration de la substance d'essai doit 
parfois être appliquée sur les cellules à l'aide d'une pipette à déplacement positif. Si des effets toxiques apparaissent 
entre 25 et 100 mg/ml, il convient d'analyser également les concentrations suivantes à deux reprises: 1, 25, 50, 
75 et 100 mg/ml. La DF20 sera déduite de ces concentrations, à condition que les critères d'acceptation soient 
satisfaits. 
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Avant d'appliquer les substances d'essai sur les monocouches de cellules confluentes, le milieu de culture cellulaire 
est retiré et les monocouches sont lavées deux fois avec du HBSS stérile avec calcium (à 1,0 — 1,8 mM) et sans 
rouge phénol amené à 37 °C. On aura préalablement effectué une vérification visuelle des filtres à la recherche 
d'éventuelles lésions déjà présentes et qui pourraient être faussement imputées à une incompatibilité potentielle 
avec le produit chimique d'essai. Pour chaque concentration du produit chimique d'essai et pour les témoins, on 
met en œuvre au moins trois réplicats par série d'essai. Après 1 min d'exposition à température ambiante, le 
produit chimique d'essai est soigneusement éliminé par pipetage, la monocouche est lavée deux fois avec du HBSS 
stérile amené à 37 °C avec calcium (à 1,0 — 1,8 mM) et sans rouge phénol, et la diffusion de fluorescéine est 
immédiatement quantifiée. 

Les témoins concurrents négatifs (TN) et positifs (TP) sont présents dans chaque série d'essai pour démontrer que 
l'intégrité de la monocouche (TN) et la sensibilité des cellules (TP) sont dans une fourchette admissible, définie 
d'après les résultats historiques. Le composé recommandé comme TP est le Brij 35 (noCAS 9002-92-0) à 100 mg/ 
ml. Cette concentration devrait induire environ 30 % de diffusion de fluorescéine (plage admissible: 20 — 40 % de 
DF, donc de lésions de la couche cellulaire). Le composé recommandé comme TN est le HBSS avec calcium (à 1,0 
— 1,8 mM) et sans rouge phénol (témoin à blanc non traité). Un témoin de la diffusion maximale est également 
inclus dans chaque série d'essai pour permettre de calculer les DF20. La diffusion maximale est déterminée à l'aide 
d'un insert témoin ne contenant pas de cellules. 

Détermination de la perméabilité à la f luorescéine 

Immédiatement après avoir retiré les produits chimiques d'essai et témoins, ajouter aux inserts (Millicell-HA, par 
exemple) 400 μl de solution de fluorescéine-sodium à 0,1 mg/ml (soit 0,01 % en m/v dans du HBSS avec calcium 
[à 1,0 — 1,8 mM] et sans rouge phénol). Les cultures sont maintenues à température ambiante pendant 
30 minutes. À l'issue de l'incubation avec la fluorescéine, les inserts sont délicatement retirés de tous les puits. On 
effectue une vérification visuelle de chaque filtre, et toute lésion éventuellement causée par la manipulation est 
consignée. 

La quantité de fluorescéine diffusée à travers la monocouche et l'insert est mesurée dans la solution qui reste dans 
les puits après le retrait des inserts. Ces mesures sont effectuées avec un spectrofluorimètre à des longueurs d'onde 
d'excitation et d'émission de 485 nm et 530 nm, respectivement. Il convient de régler la sensibilité du spectrofluo
rimètre de façon à obtenir une différence de valeur aussi large que possible entre la DF maximale (insert sans 
cellules) et la DF minimale (insert contenant la monocouche confluente traitée avec le TN). En raison des 
différences entre les spectrofluorimètres employés, il est suggéré de fixer la sensibilité de manière à obtenir une 
intensité de fluorescence > 4 000 pour le témoin de la diffusion maximale de fluorescéine. La valeur correspondant 
à la DF maximale ne doit pas dépasser 9 999. L'intensité de fluorescence correspondant à la diffusion maximale 
doit rester comprise dans la fourchette de fonctionnement linéaire du spectrofluorimètre utilisé. 

Interprétation des résultats et modèle de prévision 

La quantité de DF est proportionnelle aux lésions induites par le produit chimique d'essai sur les jonctions serrées. 
Le pourcentage de DF pour chaque concentration du produit chimique évalué est calculé à partir des DF obtenues 
pour ce produit en fonction des DF correspondant au TN (relevées pour la monocouche confluente de cellules 
traitées avec le TN) et au témoin de la diffusion maximale (relevés de la quantité de DF à travers un insert dépourvu 
de cellules). 

Valeur moyenne de l'intensité de fluorescence de la diffusion maximale = x 

Valeur moyenne de l'intensité de fluorescence pour une diffusion de 0 % (TN) = y 

La diffusion de 100 % moyenne est calculée en soustrayant la diffusion de 0 % moyenne de la diffusion maximale 
moyenne, 

soit x – y = z 
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On calcule le pourcentage de diffusion pour chaque dose fixée en soustrayant la diffusion de 0 % de la moyenne 
des intensités de fluorescence relevées pour les trois réplicats (m), puis en divisant la valeur obtenue par la diffusion 
de 100 %, soit %DF = [(m – y) / z] x 100 %, où: 

m  = intensité de fluorescence moyenne des trois réplicats de la concentration concernée 

%DF  = pourcentage de fluorescéine qui se diffuse à travers la couche cellulaire 

On applique l'équation suivante pour calculer la concentration de produit chimique induisant une DF de 20 %: 

DFD = [(A – B) / (C – B)] × (MC – MB) + MB 

Où: 

D  = % d'inhibition 

A  = % de lésions (20 % de diffusion de fluorescéine) 

B  = % de diffusion de fluorescéine < A 

C  = % de diffusion de fluorescéine > A 

MC  = concentration (mg/ml) de C 

MB  = concentration (mg/ml) de B 

La valeur seuil de la DF20 permettant de prévoir que les produits chimiques sont corrosifs/fortement irritants pour 
l'œil est indiquée ci-dessous: 

DF20 (mg/ml) C&E du SGH (ONU) C&E du CLP (UE) C&E de l'EPA (États-Unis) 

≤ 100 Catégorie 1 Catégorie 1 Catégorie I 

C&E: système de classification et d'étiquetage  

La méthode d'essai de DF est recommandée exclusivement pour l'identification des substances hydrosolubles 
corrosives ou fortement irritantes pour l'œil (catégorie 1 du SGH, catégorie 1 du CLP, catégorie I de l'EPA) (voir 
paragraphes 1 et 10). 

Pour qu'un produit chimique (substance ou mélange) hydrosoluble (3) (6) (7) soit classé comme provoquant des 
«lésions oculaires graves» (catégorie 1 du SGH et du CLP) ou comme «corrosif ou fortement irritant pour l'œil» 
(catégorie I de l'EPA), il faut que le produit chimique d'essai induise une DF20 ≤ 100 mg/ml. 

Acceptation des résultats 

La valeur moyenne de la diffusion maximale de fluorescéine (x) doit dépasser 4 000 (voir paragraphe 31), la 
moyenne de la diffusion de 0 % (y) doit être inférieure ou égale à 300, et la moyenne de la diffusion de 100 % (z) 
doit tomber entre 3 700 et 6 000. 

Un essai est considéré comme acceptable si le témoin positif provoque des lésions sur 20 à 40 % de la couche de 
cellules (déterminées en % de diffusion de fluorescéine). 

RÉSULTATS ET RAPPORTS 

Résultats 

Pour chaque série, les données des puits correspondant à chaque réplicat (par exemple les intensités de fluorescence 
et les pourcentages de DF calculés pour chaque produit chimique d'essai, y compris leur classification) sont 
présentées sous forme de tableau. Il convient en outre de rapporter les moyennes ± écart-type des mesures corres
pondant à chaque réplicat pour chaque série d'essais. 
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Rapport d'essai 

Le rapport d'essai contient les informations suivantes: 

Produits chimiques d'essai et témoins 

—  nom(s) chimique(s), par exemple nom de la structure chimique utilisé par le Chemical Abstracts Service (CAS), 
suivi d'autres noms, s'ils sont connus; 

—  numéro CAS du produit chimique, s'il est connu; 

—  pureté et composition de la substance ou du mélange (en pourcentage pondéral), dans la mesure où cette 
information est disponible; 

—  propriétés physico-chimiques utiles à la conduite de l'étude (par ex. état physique, volatilité, pH, stabilité, 
hydrosolubilité, classe chimique); 

—  le cas échéant, traitement des produits chimiques d'essai et témoins avant l'essai, (par ex. chauffage, broyage); 

—  conditions de stockage; 

Justification de la méthode d'essai et du protocole utilisés 

—  considérations relatives au domaine d'applicabilité et aux limites de la méthode d'essai; 

Conditions d'essai 

—  description du système cellulaire utilisé, y compris le certificat d'authenticité et le statut mycoplasmique de la 
lignée cellulaire; 

—  détails du mode opératoire utilisé; 

—  concentration(s) du produit chimique d'essai utilisé(s); 

—  durée de l'exposition au produit chimique d'essai; 

—  durée de l'incubation avec la fluorescéine; 

—  description de toutes les modifications du mode opératoire; 

—  description des critères d'évaluation utilisés; 

—  référence aux données historiques du modèle (par ex. témoins négatifs et positifs, substances de référence, le cas 
échéant); 

—  informations sur la compétence technique démontrée par le laboratoire; 

Résultats 

—  tableau présentant les données pour chaque produit chimique d'essai, chaque témoin, chaque série d'essai et 
chaque réplicat (y compris les résultats individuels, les moyennes et les écarts-types); 

—  classification(s) déduite(s) et modèle de prévision et/ou critères de décision employés; 

—  description des autres effets observés; 

Discussion des résultats 

— considérations relatives aux résultats non probants (paragraphe 35: DF20 > 100 mg/ml) et aux essais supplémen
taires; 
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Conclusions 
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Appendice 1 

DIAGRAMME REPRÉSENTANT LES CELLULES MDCK CULTIVÉES SUR LA MEMBRANE D'UN INSERT 
POUR LA MÉTHODE D'ESSAI DE DF 

On cultive une couche confluente de cellules MDCK sur la membrane semi-perméable d'un insert. Les inserts sont 
placés dans les puits de plaques 24 puits. 

Graphique tiré de: Wilkinson, P.J. (2006) Development of an in vitro model to investigate repeat ocular exposure. 
Thèse de doctorat, Université de Nottingham, Royaume-Uni   
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Appendice 2 

DÉFINITIONS 

Catégorie I de l'EPA: produits chimiques induisant un effet corrosif (destruction irréversible des tissus oculaires) 
ou des complications cornéennes ou une irritation persistant plus de 21 jours (2). 

Catégorie 1 du SGH: lésion des tissus oculaires ou dégradation sévère de la vue, provoquée par l'application d'un 
produit chimique d'essai sur la face antérieure de l'œil, et qui n'est pas totalement réversible dans les 21 jours 
suivant l'application. 

CLP de l'UE [Règlement (CE) no 1272/2008 de la Commission européenne relatif à la classification, à 
l'étiquetage et à l'emballage des substances et des mélanges]: vise la mise en œuvre dans l'Union européenne 
(UE) du SGH de l'ONU pour la classification des produits chimiques (substances et mélanges). 

Danger: propriété inhérente d'un agent ou d'une situation susceptible de provoquer des effets néfastes lorsqu'un 
organisme, un système ou une (sous-)population est exposé(e) à cet agent. 

DF20: peut être estimée en déterminant la concentration à laquelle le produit chimique d'essai induit 20 % de 
diffusion de fluorescéine à travers la couche de cellules. 

Diffusion de fluorescéine: quantité de fluorescéine qui traverse la couche cellulaire, mesurée par spectrofluori
métrie. 

Essai substitutif: essai conçu pour remplacer un autre essai utilisé en routine et accepté, servant à l'identification 
des dangers et/ou l'évaluation des risques, et dont il a été démontré qu'il assure, par rapport à l'essai accepté, une 
protection équivalente ou accrue de la santé humaine ou animale ou de l'environnement, selon les cas, pour toutes 
les situations et substances d'essai possibles. 

Fiabilité: mesure dans laquelle la mise en œuvre d'une méthode d'essai peut être reproduite au fil du temps par un 
même laboratoire ou par plusieurs laboratoires en utilisant le même protocole. Elle est évaluée en calculant la 
reproductibilité intra-laboratoire et inter-laboratoires ainsi que la répétabilité intra-laboratoire. 

Lésion oculaire grave: lésion des tissus oculaires ou dégradation sévère de la vue, provoquée par l'application d'un 
produit chimique d'essai sur la face antérieure de l'œil, et qui n'est pas totalement réversible dans les 21 jours 
suivant l'application. 

Mélange: dans le contexte du SGH ONU, désigne un mélange ou une solution composé(e) de deux substances ou 
plus qui n'interagissent pas. 

Méthode d'essai validée: méthode d'essai ayant fait l'objet d'études de validation visant à déterminer sa pertinence 
(notamment sa précision) et sa fiabilité à des fins spécifiques. Il importe de noter que les performances d'une 
méthode d'essai validée peuvent être insuffisantes en termes de précision et de fiabilité pour qu'elle soit jugée 
acceptable pour les besoins envisagés (8). 

Non classé: produit chimique qui n'est pas classé comme irritant oculaire au sens des catégories 1, 2A, ou 2B du 
SGH (ONU); des catégories 1 ou 2 du CLP (UE); ou des catégories I, II et III de l'EPA (États-Unis). 

Pertinence: description de la relation entre l'essai et l'effet étudié, et détermination de son adéquation et de son 
utilité à des fins spécifiques. Elle définit le degré auquel l'essai mesure ou prédit correctement l'effet biologique 
d'intérêt. La pertinence tient compte de la précision (concordance) d'une méthode d'essai (8). 

Poids de la preuve: prise en compte des atouts et des faiblesses de divers éléments d'information en vue d'aboutir 
à une conclusion concernant le danger potentiel d'une substance chimique et d'étayer cette conclusion. 

Précision: degré de conformité entre les résultats de la méthode d'essai et les valeurs de référence acceptées. Elle 
constitue une mesure de performance de la méthode d'essai et l'un des aspects de sa pertinence. Ce terme et celui 
de «concordance» sont souvent utilisés indifféremment pour qualifier la proportion de résultats corrects d'une 
méthode d'essai. 
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Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Produit chimique corrosif pour l'œil: (a) produit chimique provoquant des lésions irréversibles des tissus 
oculaires. (b) produit chimique classé comme irritant oculaire dans la catégorie 1 du SGH (ONU), la catégorie 1 du 
CLP (UE) ou la catégorie I de l'EPA (États-Unis). 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai. 

Produit chimique d'épreuve de compétence: produit chimique de la liste des produits chimiques de référence 
qu'un laboratoire peut employer pour démontrer sa compétence à mettre en œuvre la méthode d'essai de référence 
validée, s'il ne l'a encore jamais utilisée. 

Produit chimique fortement irritant pour l'œil: (a) produit chimique provoquant des lésions des tissus oculaires 
suite à une application sur la face antérieure de l'œil, qui ne sont pas réversibles dans les 21 jours suivant l'appli
cation ou entraînent une dégradation sévère de la vue; (b) produit chimique classé comme irritant oculaire dans la 
catégorie 1 du SGH (ONU), la catégorie 1 du CLP (UE) ou la catégorie I de l'EPA (États-Unis). 

Produit chimique irritant pour l'œil: (a) produit chimique provoquant une modification réversible de l'œil suite 
à une application sur la face antérieure de l'œil; (b) produit chimique classé comme irritant oculaire dans les 
catégories 2A ou 2B du SGH (ONU), la catégorie 2 du CLP (UE) ou les catégories II ou III de l'EPA (États-Unis). 

Sensibilité: proportion des produits chimiques positifs/actifs correctement classés par l'essai. Il s'agit d'une mesure 
de la précision d'une méthode d'essai produisant des résultats catégoriels, et d'un élément important à prendre en 
considération pour évaluer la pertinence d'une méthode d'essai (8). 

SGH [Système général harmonisé de classification et d'étiquetage des produits chimiques des Nations 
Unies (ONU)]: système proposant la classification des produits chimiques (substances et mélanges) conformément 
à des types et des niveaux normalisés de dangers physiques, sanitaires et environnementaux, ainsi que la communi
cation des éléments d'information correspondants, notamment par des pictogrammes, mentions d'avertissement, 
mentions de danger, conseils de prudence et fiches de données de sécurité, afin de diffuser des informations sur 
leurs effets indésirables dans le but de protéger les personnes (en particulier les employeurs, employés, 
transporteurs, consommateurs et personnels des services d'urgence) et l'environnement. 

Spécificité: proportion des produits chimiques négatifs/inactifs qui sont correctement classées par l'essai. Il s'agit 
d'une mesure de la précision d'une méthode d'essai produisant des résultats catégoriels, et d'un élément important à 
prendre en considération pour évaluer la pertinence d'une méthode d'essai. 

Stratégie d'essais à plusieurs niveaux: démarche expérimentale séquentielle consistant à examiner toutes les 
informations existantes sur un produit chimique d'essai dans un ordre déterminé, en ayant recours à chaque étape à 
un processus d'analyse du poids de la preuve pour déterminer si les informations disponibles sont suffisantes pour 
décider d'une classification dans une catégorie de danger, avant de passer à l'étape suivante. Si le potentiel 
d'irritation d'un produit chimique d'essai peut être déterminé sur la base des informations existantes, aucun essai 
supplémentaire n'est nécessaire. Dans le cas contraire, une procédure expérimentale progressive de type séquentiel 
sur des animaux est alors lancée jusqu'à ce qu'une classification sans équivoque puisse être effectuée. 

Substance: dans le contexte du SGH de l'ONU, désigne un élément chimique et ses composés à l'état naturel ou 
obtenus par un processus de fabrication, y compris tout additif nécessaire pour préserver la stabilité du produit et 
toute impureté résultant du processus mis en œuvre, mais à l'exclusion de tout solvant pouvant être séparé de la 
substance sans en affecter la stabilité ni modifier la composition. 

Taux de faux négatifs: proportion de tous les produits chimiques positifs faussement identifiés comme négatifs 
par une méthode d'essai. Il s'agit d'un indicateur de performance de la méthode d'essai. 

Taux de faux positifs: proportion de tous les produits chimiques négatifs faussement identifiés comme positifs 
par une méthode d'essai. Il s'agit d'un indicateur de performance de la méthode d'essai. 
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Témoin de solvant/véhicule: échantillon non traité contenant tous les composants d'un système d'essai, y 
compris le solvant ou véhicule utilisé pour tester les échantillons témoins traités ou non avec la substance d'essai 
afin de déterminer une réponse de référence pour les échantillons traités avec la substance d'essai dissoute dans le 
même solvant ou véhicule. Testé avec un témoin négatif concurrent, cet échantillon indique également si le solvant 
ou véhicule interagit avec le système d'essai. 

Témoin négatif: réplicat non traité contenant tous les composants d'un système d'essai. Cet échantillon subit les 
mêmes procédures que les échantillons traités avec le produit chimique d'essai et les autres échantillons témoins 
afin de déterminer si le solvant interagit avec le système d'essai. 

Témoin positif: réplicat contenant tous les composants d'un système d'essai et traité avec un produit chimique 
induisant notoirement une réponse positive. Pour permettre d'évaluer la variabilité de la réponse du témoin positif 
dans le temps, l'ampleur de la réponse positive ne doit pas être excessive.   
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Appendice 3 

PRODUITS CHIMIQUES D'ÉPREUVE DE COMPÉTENCE POUR LA MÉTHODE D'ESSAI DE DF 

Avant d'utiliser en routine la présente méthode d'essai, les laboratoires démontrent leurs compétences techniques en 
déterminant correctement la catégorie de corrosivité oculaire des 8 produits chimiques recommandés dans le 
tableau 1. Ces produits chimiques ont été sélectionnés de façon à représenter la gamme des réactions locales 
d'irritation/de corrosion oculaire, sur la base des résultats de l'essai in vivo sur œil de lapin [ligne directrice 405, 
méthode d'essai B.5 (5)] (c'est-à-dire les catégories 1, 2A, 2B, ou Non classé du SGH de l'ONU). Toutefois, compte 
tenu de l'utilité validée de ces essais (pour identifier uniquement les substances corrosives/fortement irritantes pour 
l'œil), seuls deux résultats expérimentaux obtenus à des fins de classification (substance corrosive/fortement 
irritante ou substance non corrosive/non sévèrement irritante) permettent de démontrer les compétences des 
laboratoires. Les autres critères de sélection retenus ont trait à la disponibilité des produits chimiques dans le 
commerce, à la disponibilité de données de référence in vivo de bonne qualité, et à l'existence de données de bonne 
qualité obtenues par la méthode d'essai de DF. C'est pourquoi les produits chimiques d'épreuve de compétence 
choisis sont issus du «Fluorescein Leakage Assay Background Review Document as an Alternative Method for Eye 
Irritation Testing» (8), qui a servi à la validation rétrospective de la méthode d'essai de DF. 

Tableau 1 

Produits chimiques recommandés pour démontrer la compétence technique des laboratoires au regard de 
l'essai de DF 

Produit chimique No CAS Classe chimique (1) Forme 
physique 

Classification in 
vivo (2) Classification in vitro (3) 

Chlorure de ben
zalkonium (5 %) 

8001-54-5 Composé 
onium 

Liquide Catégorie 1 Corrosif/ fortement irritant 

Hydrochlorure de 
prométhazine 

58-33-3 Amine/amidine, 
hétérocyclique, 
composé or
gano-sulfuré 

Solide Catégorie 1 Corrosif/ fortement irritant 

Hydroxyde de so
dium (10 %) 

1310-73-2 Base Liquide Catégorie 1 Corrosif/ fortement irritant 

Laurylsulfate de 
sodium (15 %) 

151-21-3 Acide carboxy
lique (sel) 

Liquide Catégorie 1 Corrosif/ fortement irritant 

4-carboxy-ben
zaldéhyde 

619-66-9 Acide carboxy
lique, aldéhyde 

Solide Catégorie 2(A) Non corrosif/ faiblement irri
tant 

Nitrate d'ammo
nium 

6484-52-2 Sel inorganique Solide Catégorie 2(A) Non corrosif/ faiblement irri
tant 

2-méthylacéto- 
acétate d'éthyle 

609-14-3 Cétone, ester Liquide Catégorie 2(B) Non corrosif/ faiblement irri
tant 

Glycérol 56-81-5 Alcool Liquide Aucune catégo
rie 

Non corrosif/ faiblement irri
tant 

Abréviations: No CAS = Numéro d'enregistrement au Chemical Abstracts Service 
(1)  Les classes de produits chimiques ont été attribuées à chaque produit chimique d'essai à l'aide d'un système de classification 

normalisé, fondé sur le système de classification du Medical Subject Headings (MeSH) de la Bibliothèque nationale de méde
cine des États-Unis (disponible sur http//www.nlm.nih.gov/mesh). 

(2)  D'après les résultats de l'essai in vivo sur œil de lapin (ligne directrice no 405 de l'OCDE, méthode d'essai B.5) et en utilisant le 
SGH (ONU) et le CLP de l'UE. 

(3)  D'après les résultats obtenus avec l'essai de DF [Protocole INVITTOX no 71(6)].   
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B.62 Test des comètes in vivo en conditions alcalines sur cellules de mammifères 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 489 (2016) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Le test des comètes in vivo en conditions alcalines (technique d'électrophorèse de cellules isolées en gel 
d'agarose), appelé simplement ci-après “test des comètes”, est utilisé pour la détection des cassures de brins d'ADN 
dans des cellules ou noyaux isolés à partir de divers tissus d'animaux, habituellement des rongeurs, qui ont été 
exposés à un/des produit(s) potentiellement génotoxique(s). Le test des comètes a été examiné et des recomman
dations ont été publiées par divers groupes d'experts (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10). La présente méthode 
d'essai s'inscrit dans une série de méthodes d'essai sur la toxicologie génétique. Par ailleurs, un document de l'OCDE 
qui fournit des informations succintes sur les essais de génotoxicité et donne une vue d'ensemble des modifications 
récemment apportées à ces lignes directrices a été élaboré (1). 

Le test des comètes a pour objet d'identifier les produits chimiques causant des dommages à l'ADN. En conditions 
alcalines (pH > 13), le test des comètes peut détecter les cassures simple- et double-brin résultant, par exemple, 
d'interactions directes avec l'ADN, de sites alcali-labiles ou de cassures transitoires liées à des mécanismes de 
réparation par excision. Ces cassures peuvent être réparées, leur effet étant alors non persistant, elles peuvent être 
létales pour la cellule, ou elles peuvent se fixer sous forme de mutation stable se traduisant par une altération 
viable permanente. Elles peuvent aussi entraîner des dommages chromosomiques du type de ceux qui sont associés 
à de nombreuses maladies humaines comme le cancer. 

Des études de validation formelle du test des comètes in vivo sur les rongeurs ont été coordonnées en 2006-2012 
par le Centre japonais pour la validation des méthodes alternatives (JaCVAM), en collaboration avec le Centre 
européen pour la validation des méthodes alternatives (ECVAM), le Comité de coordination inter-agences pour la 
validation des méthodes alternatives (ICCVAM) et le Centre inter-agences pour l'évaluation des méthodes toxicolo
giques alternatives du NTP (NICEATM) (12). La présente méthode d'essai indique les applications recommandées et 
les limites du test des comètes; elle est fondée sur le protocole final (12) utilisé dans les essais de validation, et sur 
d'autres données pertinentes, publiées ou non (données privées des laboratoires). 

Les termes-clés sont définis à l'appendice 1. On notera qu'un grand nombre de supports différents peuvent être 
utilisés pour ce test (lames de microscope, spots de gel, plaques 96 puits, etc.). Pour des raisons pratiques, le terme 
de «lame» désigne dans ce qui suit l'ensemble de ces supports. 

REMARQUES PRÉLIMINAIRES 

Le test des comètes est une méthode utilisée pour mesurer les cassures de brins d'ADN dans les cellules eucaryotes. 
Des cellules/noyaux isolés inclus dans un gel d'agarose déposé sur une lame sont lysés sous l'action d'un détergent 
et de sels à forte concentration. Cette étape de lyse digère les membranes cellulaires et nucléaires et libère des 
boucles d'ADN enroulé, généralement appelées nucléoïdes ou fragments d'ADN. L'électrophorèse à pH élevé 
produit des structures ressemblant à des comètes qui, si l'on utilise les colorants fluorescents appropriés, peuvent 
être observées par microscopie à fluorescence; les fragments d'ADN migrent de la «tête» vers la «queue» de la 
comète, selon leur taille, et l'intensité de fluorescence de la queue par rapport à l'intensité totale (tête plus queue) 
reflète l'ampleur des cassures de l'ADN (13) (14) (15). 

Le test des comètes in vivo en conditions alcalines se prête particulièrement bien à l'évaluation du risque 
génotoxique, dans la mesure où les réponses au test sont dépendantes de l'ADME (absorption, distribution, 
métabolisme et excrétion) in vivo, ainsi que des processus de réparation de l'ADN. Ces paramètres peuvent varier 
selon les espèces, les tissus et les types de dommages subis par l'ADN. 

Pour satisfaire aux exigences en matière de bien-être animal, en particulier en ce qui concerne la réduction de l'utili
sation d'animaux (règle des 3Rs — Reduction, Refinement, Replacement, à savoir réduction du nombre d'animaux, 
réduction des souffrances des animaux, remplacement de l'expérimentation animale par d'autres méthodes), ce test 
peut aussi être intégré à d'autres études toxicologiques, telles que les études de toxicité à doses répétées (10) (16) 
(17), ou le paramètre étudié peut être combiné à d'autres paramètres de génotoxicité, dans le cas par exemple du 
test des micronoyaux sur érythrocytes de mammifères in vivo (18) (19) (20). Le test des comètes est le plus souvent 
réalisé sur des rongeurs, bien qu'il ait été appliqué à d'autres espèces, mammifères ou non. L'utilisation d'espèces 
autres que des rongeurs devra être justifiée au cas par cas du point de vue scientifique et éthique, et il est fortement 
recommandé de ne réaliser le test des comètes sur des espèces autres que des rongeurs que dans le cadre d'une 
autre étude de toxicité, et non en tant qu'essai indépendant. 
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La sélection de la voie d'exposition et du/des tissu(s) à étudier sera fondée sur l'ensemble des connaissances 
existantes/disponibles concernant les produits chimiques testés, par exemple la voie d'exposition humaine prévue/ 
anticipée, le métabolisme et la distribution, le potentiel d'effets au site de contact, les alertes structurelles, d'autres 
données de génotoxicité ou de toxicité, ainsi que l'objectif de l'étude. Le potentiel génotoxique des produits 
chimiques testés peut ainsi être étudié, s'il y a lieu, sur le(s) tissu(s) cible(s) d'un effet cancérogène et/ou d'autres 
effets toxiques. Le test est également considéré comme utile pour explorer plus avant un effet génotoxique détecté 
dans un système in vitro. Il est opportun de réaliser un test des comètes in vivo sur un tissu donné si l'on peut 
raisonnablement s'attendre à ce que ce tissu soit exposé de façon adéquate. 

Les études de validation les plus complètes dont le test ait fait l'objet ont porté sur les tissus somatiques de rats 
mâles, dans le cadre d'études interlaboratoires internationales du JaCVAM (12) ou dans Rothfuss et al. 2010 (10). 
Le foie et l'estomac ont été utilisés dans les études de validation internationales du JaCVAM. Le foie, parce que c'est 
l'organe le plus actif dans le métabolisme des produits chimiques, et que c'est fréquemment un organe cible pour la 
cancérogénicité. L'estomac, parce que c'est généralement le premier site de contact avec les produits chimiques en 
cas d'exposition orale, bien que d'autres régions du tractus gastro-intestinal, comme le duodénum et le jéjunum, 
puissent aussi être envisagées comme sites de contact et soient peut-être plus pertinentes pour l'homme que 
l'estomac glandulaire des rongeurs. On veillera à ce que ces tissus ne soient pas exposés à des concentrations trop 
élevées du produit chimique testé (21). La technique est applicable en principe à tout tissu dont il est possible de 
dériver des suspensions de cellules/noyaux isolés analysables. Les données privées de nombreux laboratoires 
démontrent qu'elle peut être appliquée avec succès à un grand nombre de tissus différents, et de nombreuses 
publications montrent son applicabilité à des organes ou tissus autres que le foie et l'estomac, comme le jéjunum 
(22), les reins (23) (24), la peau (25) (26), ou des cellules provenant de la vessie (27) (28) ou de lavages 
pulmonaires ou bronchoalvéolaires (dans le cas d'études portant sur des substances inhalées) (29) (30); des tests ont 
également été réalisés sur plusieurs organes simultanément (31) (32). 

S'il peut être intéressant d'étudier les effets génotoxiques sur des cellules germinales, on notera que le test des 
comètes standard en conditions alcalines tel qu'il est décrit dans la présente méthode d'essai n'est pas considéré 
comme approprié pour mesurer les cassures de brins d'ADN dans des cellules germinales matures. Étant donné 
que, s'agissant des dommages à l'ADN, des niveaux de fond élevés et variables ont été rapportés dans une revue de 
la littérature portant sur l'utilisation du test des comètes dans les études de génotoxicité sur les cellules germinales 
(33), des modifications du protocole et des études améliorées de validation et de standardisation sont jugées 
nécessaires avant que le test des comètes sur cellules germinales matures (cellules spermatiques, par exemple) puisse 
être inclus dans la présente méthode d'essai. De plus, le régime d'exposition recommandé dans cette méthode 
d'essai n'est pas optimal et seuls des temps d'exposition ou d'échantillonnage plus longs permettraient une analyse 
valable des cassures de brins d'ADN dans le sperme mature. Les effets génotoxiques mesurés par le test des comètes 
sur des cellules testiculaires à différents stades de différenciation ont été décrits dans la littérature (34) (35). Il 
convient cependant de noter que les gonades contiennent un mélange de cellules somatiques et de cellules 
germinales. Pour cette raison, des résultats positifs sur l'ensemble des gonades (testicules) ne témoignent pas 
nécessairement de dommages touchant les cellules germinales; ils indiquent néanmoins que le/les produit(s) 
chimique(s) testé(s) et/ou ses/leurs métabolites ont atteint les gonades. 

Les pontages ne peuvent pas être détectés de façon fiable dans les conditions expérimentales standard du test des 
comètes. Dans certaines conditions expérimentales modifiées, des pontages ADN-ADN et ADN-protéine, ainsi que 
d'autres modifications des bases telles que des bases oxydées pourraient être détectées (23) (36) (37) (38) (39). Des 
études complémentaires seraient nécessaires pour caractériser de façon adéquate les modifications à apporter au 
protocole. La détection des agents responsables de pontages n'est donc pas l'objectif premier du test décrit ici. 
Celui-ci n'est pas adapté, même en cas de modifications, pour la détection des substances aneugènes. 

Dans l'état actuel des connaissances, le test des comètes in vivo présente une série d'autres limites (voir 
l'appendice 3). Il faut s'attendre à ce que la présente méthode d'essai soit révisée à l'avenir et modifiée s'il y a lieu à 
la lumière des acquis de l'expérience. 

Avant d'utiliser la méthode d'essai sur un mélange pour générer des données avec pour objectif recherché l'appli
cation réglementaire, on examinera si, et si oui pourquoi, elle peut fournir des résultats adéquats à cette fin. De 
telles considérations ne sont pas nécessaires quand les exigences réglementaires stipulent que le mélange doit être 
testé. 
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PRINCIPE DE LA MÉTHODE 

Les animaux sont exposés au produit chimique d'essai par une voie d'exposition idoine. Une description précise de 
l'administration des doses et de l'échantillonnage est donnée aux paragraphes 36-40. Au(x) moment(s) retenu(s) 
pour l'échantillonnage, les tissus à étudier sont disséqués et des suspensions de cellules/noyaux isolés sont préparées 
(une perfusion in situ peut être pratiquée si cela est jugé utile, par exemple, pour le foie) et incluses dans un gel 
d'agarose pour être fixées sur des lames. Les cellules/noyaux sont traités avec un tampon de lyse pour éliminer la 
membrane cellulaire et/ou nucléaire, et exposés à une base forte (de pH ≥ 13, par exemple) pour permettre le 
déroulement de l'ADN et la libération des boucles et fragments d'ADN déroulés. L'ADN nucléaire dans l'agar est 
alors soumis à l'électrophorèse. Les molécules d'ADN normales, non fragmentées, restent dans la position où l'ADN 
nucléaire se trouvait dans l'agar, tandis que tous les fragments d'ADN et boucles d'ADN déroulées migrent vers 
l'anode. Après l'électrophorèse, l'ADN est visualisé au moyen d'un colorant fluorescent approprié. Les préparations 
doivent être analysées au microscope et au moyen de systèmes d'analyse d'image automatiques ou semi- 
automatiques. L'ampleur de la migration de l'ADN au cours de l'électrophorèse et la distance de migration reflètent 
la quantité et la taille des fragments d'ADN. Différents paramètres peuvent être évalués dans le test des comètes. La 
proportion d'ADN présent dans la queue, ou intensité de la queue ( % tail DNA, ou % tail intensity) a été 
recommandée pour évaluer les dommages à l'ADN (12) (40) (41) (42). Après analyse d'un nombre suffisant de 
noyaux, les résultats du test sont interprétés à l'aide de méthodes d'analyse appropriées. 

On notera que les modifications apportées à des aspects de la méthodologie tels que la préparation des 
échantillons, les conditions d'électrophorèse, les paramètres d'analyse visuelle (intensité du colorant, intensité 
lumineuse de l'ampoule du microscope, par exemple, ou mise en place de filtres sur le microscope et paramètres 
dynamiques de la caméra) et les conditions ambiantes (éclairage de fond, par exemple) peuvent affecter la migration 
de l'ADN (43) (44) (45) (46). 

VÉRIFICATION DES COMPETENCES DU LABORATOIRE 

Chaque laboratoire doit établir ses compétences pour la réalisation du test des comètes, en démontrant son aptitude 
à obtenir des suspensions de cellules ou de noyaux isolés d'une qualité suffisante pour chaque tissu cible de chaque 
espèce étudiée. La qualité des préparations sera évaluée avant tout d'après le pourcentage d'ADN présent dans la 
queue des comètes chez les animaux traités par le véhicule, pour lesquels les valeurs doivent se situer dans une 
plage basse reproductible. Les données actuelles suggèrent que le pourcentage moyen d'ADN de queue du groupe 
(d'après la moyenne des médianes — voir le paragraphe 57 pour ces termes) dans le foie de rat devrait, de 
préférence, ne pas dépasser 6 %, ce qui serait cohérent avec les valeurs des essais de validation du JaCVAM (12) et 
d'autres données publiées ou privées. On ne dispose pas de données suffisantes à l'heure actuelle pour formuler des 
recommandations sur les plages optimales ou acceptables concernant d'autres tissus, ce qui n'exclut pas de recourir 
à d'autres tissus si cela se justifie. Le rapport d'essai devra rendre compte de façon appropriée de la conduite du test 
des comètes sur ces tissus en faisant référence à la littérature publiée ou à des données privées. Premièrement, un 
faible pourcentage d'ADN de queue chez les témoins est souhaitable afin de disposer d'une plage dynamique 
suffisante pour détecter un effet positif. Deuxièmement, chaque laboratoire doit être en mesure de reproduire les 
réponses attendues pour des mutagènes directs et des promutagènes, pour différents modes d'action, selon les 
exemples proposés au tableau 1 (paragraphe 29). 

Des substances positives peuvent être sélectionnées, par exemple à partir des essais de validation du JaCVAM (12) 
ou d'autres données publiées (voir paragraphe 9), s'il y a lieu, moyennant une justification et en établissant la 
preuve de réponses clairement positives dans les tissus d'intérêt. La capacité à détecter les effets faibles de 
mutagènes connus tels que l'EMS à faibles doses doit également être démontrée, en établissant par exemple des 
relations dose-réponse avec des nombres de doses et des écarts entre doses appropriés. Les efforts doivent porter 
dans un premier temps sur l'établissement des compétences pour les tissus les plus couramment utilisés, le foie de 
rongeurs par exemple, pour lesquels il est possible d'effectuer une comparaison avec les données existantes et les 
résultats attendus (12). Les données provenant d'autres tissus (estomac/duodénum/jéjunum, sang, etc.) pourraient 
être collectées simultanément. Le laboratoire devra faire la preuve de sa compétence pour chaque tissu de chaque 
espèce qu'il prévoit d'étudier, et démontrer qu'une réponse positive acceptable peut être obtenue avec un mutagène 
connu (l'EMS, par exemple) sur ces tissus. 

Il convient de collecter les données sur les témoins négatifs/traités par le véhicule afin de démontrer la reproducti
bilité des réponses négatives et d'établir que les aspects techniques de l'essai ont été correctement maîtrisés, ou de 
suggérer la nécessité d'établir de nouvelles plages de données des témoins historiques (voir paragraphe 22). 
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On notera que, si plusieurs tissus peuvent être collectés lors de la nécropsie et traités en vue de l'analyse des 
comètes, le laboratoire doit être compétent pour recueillir différents tissus sur un même animal, assurant ainsi 
qu'aucune lésion potentielle de l'ADN ne sera négligée et que l'analyse des comètes ne sera pas compromise. 
L'intervalle de temps entre le sacrifice des animaux et le prélèvement des tissus en vue de leur traitement peut être 
critique (voir paragraphe 44). 

Le bien-être animal doit être pris en compte lors du développement des compétences pour ce test, et des tissus 
provenant d'animaux utilisés pour d'autres tests peuvent être utilisés pour se former aux différents aspects du test. 
De plus, il peut ne pas être nécessaire de conduire une étude complète lors des étapes d'établissement d'une 
nouvelle méthode d'essai dans un laboratoire, et il est possible de réduire le nombre d'animaux ou le nombre de 
concentrations étudiées lors de l'acquisition des gestes nécessaires. 

Données des témoins historiques 

Dans le cadre de la vérification des compétences, le laboratoire mettra en place une base de données historiques 
établissant les plages et distributions des témoins positifs et négatifs pour les tissus et espèces étudiés. On trouve 
dans la littérature (47) des recommandations sur la façon de constituer et d'utiliser ces données historiques (critères 
d'inclusion et d'exclusion des données dans la base, et critères d'acceptabilité pour une expérimentation donnée). 
Différents tissus et différentes espèces, ainsi que différents véhicules et voies d'administration, peuvent donner des 
pourcentages d'ADN dans la queue différents pour les témoins négatifs. Il importe donc d'établir les plages des 
témoins négatifs pour chaque tissu et chaque espèce. Les laboratoires doivent avoir recours à des méthodes de 
contrôle de la qualité telles que des graphiques statistiques [cartes C ou cartes X-barre, par exemple (48)], afin de 
déterminer la variabilité de leurs données et de démontrer leur maîtrise de la méthodologie. Le choix des 
substances chimiques utilisées comme témoins positifs, des gammes de doses et des conditions expérimentales 
(conditions de l'électrophorèse, par exemple) peut devoir être optimisé pour la détection d'effets faibles (voir 
paragraphe 17). 

Toute modification du protocole expérimental doit être étudiée en termes de cohérence avec les bases de données 
des témoins historiques existantes du laboratoire. Toute incohérence majeure doit conduire à l'établissement d'une 
nouvelle base de données des témoins historiques. 

DESCRIPTION DE LA METHODE 

Préparations 

Choix des espèces animales 

On choisit habituellement des souches communément utilisées en laboratoire de jeunes rongeurs adultes sains (âgés 
de 6 à 10 semaines au début du traitement, bien que des animaux un peu plus âgés soient également acceptables). 
Le choix de l'espèce de rongeur doit être fondé sur (i) les espèces utilisées dans d'autres études de toxicité (pour qu'il 
soit possible de corréler les données et pour permettre des études intégrées), (ii) les espèces qui ont développé des 
tumeurs dans une étude de cancérogénicité (lors d'investigations portant sur le mécanisme de cancérogenèse), ou 
(iii) les espèces dont le métabolisme est le plus proche de celui de l'homme, si elles sont connues. Les rats sont 
couramment utilisés dans cet essai. Il est toutefois possible de recourir à d'autres espèces si cela est justifié d'un 
point de vue éthique et scientifique. 

Conditions d'encagement et d'alimentation des animaux 

Pour les rongeurs, la température de l'animalerie est idéalement de 22 °C (± 3 °C). L'humidité relative, qui est 
idéalement de 50 à 60 %, doit atteindre au moins 30 % et de préférence ne pas dépasser 70 %, sauf durant le 
nettoyage du local. L'éclairage est artificiel, la séquence d'éclairage étant de 12 heures de clarté et 12 heures 
d'obscurité. Le régime alimentaire des animaux est le régime classique de laboratoire avec eau potable à satiété. Le 
choix des aliments peut être influencé par la nécessité d'assurer une bonne incorporation du produit chimique dans 
la nourriture si l'administration se fait par cette voie. Les rongeurs sont mis en cage par petits groupes comprenant 
généralement un maximum de cinq animaux du même sexe si aucun comportement agressif n'est à craindre. Les 
animaux peuvent être encagés individuellement si cela est justifié du point de vue scientifique. Dans la mesure du 
possible, le fond des cages doit être plein, les fonds grillagés pouvant provoquer de graves blessures (49). Un 
enrichissement environnemental approprié doit être fourni. 

28.4.2017 L 112/183 Journal officiel de l'Union européenne FR     



Preparation des animaux 

Les animaux sont répartis de manière aléatoire entre les groupes traités et les groupes témoins. Ils sont identifiés 
individuellement et gardés dans leurs cages pendant au moins cinq jours avant le commencement de l'étude, afin 
qu'ils s'acclimatent aux conditions du laboratoire. La méthode d'identification individuelle des animaux doit être la 
moins invasive possible. Les méthodes appropriées sont notamment le baguage, l'étiquetage, la pose d'une puce 
électronique et l'identification biométrique. L'utilisation d'agrafes au niveau de la patte ou de l'oreille n'est pas 
scientifiquement justifiée pour ces essais. Les cages doivent être placées de façon à réduire au minimum l'influence 
éventuelle de leur disposition sur les résultats. Au début de l'étude, la variation pondérale des animaux doit être 
minimale et ne pas excéder ± 20 %. 

Préparation des doses 

Lorsque les produits chimiques testés sont solides, ils sont dissous ou mis en suspension dans des véhicules 
appropriés, ou incorporés aux aliments ou à l'eau de boisson avant d'être administrés aux animaux. Les produits 
chimiques liquides peuvent être administrés directement ou dilués avant d'être administrés. En cas d'exposition par 
inhalation, les produits chimiques testés peuvent être administrés sous forme de gaz, de vapeur ou d'aérosol solide 
ou liquide, en fonction de leurs propriétés physico-chimiques (50) (51). 

On utilisera des préparations fraîches, sauf si l'on dispose de données qui démontrent la stabilité des préparations 
dans les conditions du stockage et définissent les conditions de stockage appropriées. 

Conditions de l'essai 

Véhicule 

Le véhicule ne doit pas produire d'effets toxiques aux volumes administrés, ni être suspecté de réagir avec les 
produits chimiques d'essai. Le recours à des véhicules inhabituels doit être justifié par des données de référence 
faisant état de leur compatibilité eu égard aux animaux d'essai, à la voie d'administration et à l'effet mesuré. Il est 
recommandé d'envisager en premier lieu l'utilisation d'un solvant/véhicule aqueux chaque fois que c'est possible. 
On notera que certains véhicules (en particulier les véhicules visqueux) peuvent induire une inflammation et 
augmenter le niveau de fond des cassures de brins d'ADN au site de contact, en particulier en cas d'administration 
répétée. 

Témoins 

Témoins positifs 

A l'heure actuelle, chaque essai doit normalement inclure un groupe d'au moins trois animaux analysables du 
même sexe, ou de chaque sexe si les deux sont utilisés (voir paragraphe 32), traités avec un produit chimique utilisé 
comme témoin positif. Il se peut qu'à l'avenir, le laboratoire puisse démontrer que ses compétences permettent de 
réduire le nombre de témoins positifs. Si plusieurs moments d'échantillonnage sont prévus (par exemple dans le cas 
d'un protocole comportant une seule administration), il n'y a lieu d'inclure des témoins positifs que pour l'un des 
moments d'échantillonnage, mais il importe de veiller à une répartition équilibrée (voir paragraphe 48). Il n'est pas 
nécessaire d'administrer les substances chimiques utilisées simultanément comme témoins positifs par la même voie 
que le produit chimique testé, mais il importe d'utiliser la même voie pour mesurer les effets au site de contact. Il 
doit être établi que les substances utilisées comme témoins positifs induisent des cassures de brins d'ADN dans tous 
les tissus d'intérêt pour le produit chimique testé, et l'EMS sera sans doute le témoin positif de choix dans la mesure 
où il a provoqué des cassures de brins d'ADN dans tous les tissus sur lesquels il a été étudié. Les doses des 
substances chimiques utilisées comme témoins positifs sont sélectionnées de manière à produire des effets modérés 
permettant une évaluation éclairée des performances et de la sensibilité du test; elles peuvent être fondées sur les 
courbes dose-réponse établies par le laboratoire dans le cadre de la démonstration de ses compétences. Le 
pourcentage d'ADN de queue chez les témoins positifs simultanés doit être en cohérence avec la plage préétablie 
par le laboratoire pour chaque tissu et moment d'échantillonnage pour l'espèce considérée (voir paragraphe 16). 
Des exemples de substances chimiques utilisées comme témoins positifs et de certains de leurs tissus cibles (chez 
les rongeurs) figurent au tableau 1. Des substances chimiques autres que celles du tableau 1 peuvent être 
sélectionnées si cela est scientifiquement justifié. 
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Tableau 1 

Exemples de substances utilisées comme témoins positifs et de certains de leurs tissus cibles 

Substances et no CAS 

Éthyl méthanesulfonate (no CAS 62-50-0), tout tissu 

Éthyl nitrosourée (no CAS 759-73-9), foie et estomac, duodénum ou jéjunum 

Méthyl méthanesulfonate (no CAS 66-27-3), foie, estomac, duodénum ou jéjunum, cellules obtenues par lavage pul
monaire et bronchoalvéolaire, reins, vessie, poumons, testicules et moelle osseuse/sang 

N-Méthyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine (no CAS 70-25-7), estomac, duodénum ou jéjunum 

1,2-Diméthylhydrazine 2HCl (no CAS 306-37-6), foie et intestin 

N-méthyl-N-nitrosourée (no CAS 684-93-5), foie, moelle osseuse, sang, reins, estomac, jéjunum et cerveau.  

Témoins négatifs 

Un groupe d'animaux témoins négatifs auxquels est administré le véhicule seul, et qui sont traités par ailleurs de la 
même façon que les groupes exposés, doit être inclus dans chaque essai pour chaque moment d'échantillonnage et 
chaque tissu. Le pourcentage d'ADN de queue chez les animaux témoins négatifs doit se trouver dans la plage de 
référence préétablie par le laboratoire pour chaque tissu et chaque moment d'échantillonnage pour cette espèce 
(voir paragraphe 16). En l'absence de données historiques ou publiées sur les témoins montrant que le véhicule 
choisi, le nombre d'administrations ou la voie d'administration n'induisent aucun effet délétère ou génotoxique, des 
études préliminaires seront réalisées avant d'entreprendre l'étude complète, afin d'établir l'acceptabilité des témoins 
recevant le véhicule. 

MODE OPÉRATOIRE 

Nombre et sexe des animaux 

Bien qu'il existe peu de données sur des animaux femelles permettant des comparaisons entre sexes dans le cas du 
test des comètes, les réponses aux autres tests de génotoxicité in vivo sont généralement similaires chez les animaux 
mâles et femelles, et la plupart des études pourrait donc être réalisée sur l'un ou l'autre des deux sexes. Des données 
démontrant des différences significatives entre les mâles et les femelles (par exemple sur le plan de la toxicité 
systémique, du métabolisme, de la biodisponibilité, etc comprenant également des données provenant par exemple 
d'études de détermination des doses) encouragent l'utilisation des deux sexes. Il peut donc être plus approprié dans 
ce cas de mener une étude sur les deux sexes, par exemple dans le cadre d'une étude de toxicité à doses répétées. Il 
pourrait être judicieux de recourir à un plan factoriel en cas d'utilisation des deux sexes. Des précisions sur cette 
méthode d'analyse des données sont fournies à l'appendice 2. 

La taille des groupes au début de l'étude (et lors de l'établissement des compétences) doit permettre de disposer d'au 
moins cinq animaux analysables du même sexe ou de chaque sexe si les deux sont utilisés dans chaque groupe (et 
d'un nombre inférieur dans le groupe témoin positif concomitant — voir paragraphe 29). Si l'exposition humaine 
est spécifique pour un sexe, dans le cas par exemple de certains produits pharmaceutiques, l'essai sera pratiqué sur 
des animaux du sexe approprié. À titre d'information concernant le nombre maximum d'animaux généralement 
requis, une étude conduite selon les paramètres établis au paragraphe 33, impliquant trois groupes de traitement et 
des groupes concurrents de témoins négatifs et de témoins positifs (chaque groupe étant composé de cinq animaux 
du même sexe) nécessitera entre 25 et 35 animaux. 

28.4.2017 L 112/185 Journal officiel de l'Union européenne FR     



PROGRAMME DE TRAITEMENT 

Les animaux doivent recevoir un traitement quotidien sur une période de 2 jours ou plus (c'est à dire deux 
traitements ou plus à intervalles de 24 heures environ), et les échantillons doivent être collectés une fois à 2-6 h 
(ou à Tmax) après le dernier traitement (12). Des échantillons provenant de programmes de traitement prolongés 
(dose quotidienne pendant 28 jours, par exemple) sont acceptables. Il a été démontré que le test des comètes 
pouvait être combiné avec succès au test des micronoyaux sur érythrocytes (10) (19). Cependant, il convient 
d'accorder une grande attention à la logistique nécessaire pour pratiquer l'échantillonnage des tissus en vue du test 
des comètes tout en respectant les exigences relatives à celui effectué en vue d'autres types d'évaluations toxicolo
giques. La collecte 24 h après la dernière dose, classique pour une étude de toxicité générale, n'est pas appropriée 
dans la plupart des cas (voir le paragraphe 40 sur le moment d'échantillonnage). L'utilisation d'autres programmes 
de traitement et d'échantillonnage devra être justifiée (voir appendice 3). On pourra par exemple recourir à un 
traitement unique avec échantillonnages multiples, mais une étude comportant une seule administration nécessitera 
plus d'animaux, plusieurs moments d'échantillonnage étant requis; cette solution peut toutefois être préférable dans 
certains cas, par exemple lorsque la substance testée induit une toxicité excessive en cas d'administrations répétées. 

Quelle que soit la façon dont l'essai est réalisé, elle est acceptable si le produit chimique testé donne une réponse 
positive ou, en cas de réponse négative, si une preuve directe ou indirecte de l'exposition du/des tissu(s) cible(s) ou 
de la toxicité pour ce(s) tissu(s) est apportée, ou si la dose limite est atteinte (voir paragraphe 36). 

Pour faciliter l'administration de volumes importants du produit chimique d'essai, celle-ci peut aussi être 
fractionnée, à raison de deux traitements le même jour à intervalle de deux à trois heures maximum. En pareil cas, 
le moment d'échantillonnage sera fixé en fonction du moment d'administration de la dernière fraction (voir 
paragraphe 40). 

Niveaux de dose 

Si l'on procède à une étude préliminaire de détermination des doses à administrer parce qu'on ne dispose pas de 
données fiables provenant d'autres études pertinentes pour orienter le choix des doses, l'étude préliminaire doit être 
effectuée dans le même laboratoire, en utilisant une espèce, une souche, un sexe et un régime de traitement 
identiques à ceux de l'étude principale, selon les principes en vigueur pour la conduite des études de détermination 
des doses. Cette étude devra avoir pour objectif de déterminer la dose maximale tolérée (DMT), définie comme la 
dose induisant de légers effets toxiques liés à la durée de l'étude (avec des signes cliniques clairs tels qu'un 
comportement ou des réactions anormales, une perte pondérale mineure ou un effet cytotoxique sur un tissu cible, 
par exemple), mais ne provoquant pas la mort ou des signes de douleur, de souffrance ou de détresse imposant de 
sacrifier les animaux. Pour un produit chimique non toxique administré sur une période de 14 jours ou plus, la 
dose (limite) maximale est de 1 000 mg/kg de poids corporel/jour. Pour des périodes d'administration inférieures 
à 14 jours, la dose (limite) maximale est de 2 000 mg/kg de poids corporel/jour. Pour certains types de produits 
chimiques d'essai (produits pharmaceutiques à usage humain, par exemple) faisant l'objet de réglementations 
spécifiques, ces limites peuvent être différentes. 

Les produits chimiques testés dont les propriétés toxicocinétiques sont saturées ou qui induisent un processus de 
détoxification pouvant se traduire par une baisse de l'exposition après une administration à long terme peuvent 
faire exception aux critères d'établissement des doses et doivent être évalués au cas par cas. 

Pour les versions aiguë et subaiguë du test des comètes, outre la dose maximale (DMT, dose maximale possible, 
exposition maximale ou dose limite), une série supplémentaire d'au moins deux doses décroissantes présentant des 
écarts adaptés (facteur inférieur à √10, de préférence) doit être sélectionnée pour chaque moment d'échantillonnage 
afin de mettre en évidence d'éventuelles relations dose-effet. Cependant, les niveaux de dose utilisés doivent aussi 
couvrir dans la mesure du possible un intervalle compris entre la dose maximale et une dose produisant peu ou 
pas d'effet toxique. Lorsqu'une toxicité pour un tissu cible est observée à tous les niveaux de dose administrés, il est 
conseillé de procéder à des études complémentaires à des doses non toxiques (voir paragraphes 54-55). Les études 
visant à établir plus précisément l'allure de la courbe dose-réponse peuvent nécessiter un ou plusieurs groupes de 
traitement supplémentaires. 
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Administration des doses 

Lors de la conception d'un essai, il convient de tenir compte de la voie d'exposition humaine anticipée. Par 
conséquent, les voies d'administration telles que l'alimentation, l'eau de boisson, l'inhalation, l'implantation ainsi 
que les voies topique, sous-cutanée, intraveineuse, orale (par gavage) et intratrachéale sont autant de choix valables, 
sous réserve qu'ils soient justifiés. Dans tous les cas, la voie retenue doit permettre une exposition adéquate du/des 
tissu(s) cible(s). L'injection intrapéritonéale n'est généralement pas recommandée, car elle n'est pas représentative de 
l'exposition humaine, et ne sera utilisée qu'en cas de justification spécifique (par exemple pour certaines substances 
chimiques utilisées comme témoins positifs, à des fins d'investigation, ou pour des médicaments administrés par 
voie intrapéritonéale). Le volume maximal de liquide administrable en une fois par gavage ou par injection dépend 
de la taille de l'animal. Ce volume ne devrait pas dépasser 1 ml/100 g de poids corporel, sauf dans le cas des 
solutions aqueuses où l'on peut aller jusqu'à 2 ml/100 g de poids corporel. L'utilisation de volumes plus importants 
(si elle est autorisée par la législation relative au bien-être animal) doit être justifiée. Chaque fois que cela est 
possible, les différents niveaux de dose doivent être obtenus en ajustant la concentration de la formulation 
administrée pour assurer à tous les niveaux de dose un volume constant rapporté au poids corporel. 

Moment d'échantillonnage 

Le moment d'échantillonnage est une variable critique car il dépend de la période nécessaire pour que les 
substances chimiques atteignent leur concentration maximale dans le tissu cible et que des cassures de brins d'ADN 
soient induites, mais doit se situer avant que ces cassures ne disparaissent, ne soient réparées ou ne provoquent la 
mort de la cellule. La persistance de certaines des lésions conduisant aux cassures de brins d'ADN détectées par le 
test des comètes peut être très brève, du moins pour certains produits chimiques testés in vitro (52) (53). En 
conséquence, si des lésions transitoires de ce type sont suspectées, des mesures doivent être prises pour en limiter 
la disparition, en s'assurant que les tissus sont échantillonnés suffisamment tôt, éventuellement avant les délais par 
défaut indiqués ci-dessous. Le moment d'échantillonnage optimal peut dépendre du produit chimique ou de la voie 
d'administration, se traduisant en général par une exposition rapide du tissu lors d'une administration par voie 
intraveineuse ou par inhalation. Par conséquent, les moments d'échantillonnage seront déterminés en fonction des 
données cinétiques, quand elles sont disponibles (par exemple, temps (Tmax) auquel le pic de concentration (Cmax) 
dans le plasma ou le tissu est atteint, ou à l'état stationnaire en cas d'administrations multiples). En l'absence de 
données cinétiques, un compromis approprié pour la mesure de la génotoxicité est l'échantillonnage à 2-6 h du 
dernier traitement pour deux traitements ou plus, ou à 2 6 h et à 16-26 h d'une administration unique, mais il faut 
veiller à nécropsier tous les animaux au même moment après la dernière (ou l'unique) dose. Des informations sur 
la survenue d'effets toxiques dans les organes cibles (lorsqu'elles sont disponibles) peuvent également être utilisées 
pour sélectionner les moments d'échantillonnage appropriés. 

Observations 

Des observations cliniques générales relatives à la santé des animaux seront recueillies et consignées au moins une 
fois par jour, de préférence à la ou aux mêmes heures, en prenant en considération la période où les effets anticipés 
devraient être les plus marqués après l'administration (54). Au moins deux fois par jour, l'ensemble des animaux 
fait l'objet d'un constat de morbidité et de mortalité. Dans les études de longue durée, tous les animaux doivent être 
pesés au moins une fois par semaine et à la fin de l'essai. La consommation d'aliments doit être mesurée à chaque 
renouvellement des aliments et au moins une fois par semaine. Si le produit chimique testé est administré dans 
l'eau de boisson, la consommation d'eau est mesurée à chaque changement d'eau et au moins une fois par semaine. 
Les animaux montrant des signes non létaux de toxicité excessive sont euthanasiés avant la fin de l'essai, et ne sont 
généralement pas utilisés pour le test des comètes. 

Collecte des tissus 

L'induction de cassures des brins d'ADN (comètes) pouvant être étudiée sur pratiquement tous les tissus, la justifi
cation du choix du/des tissu(s) à prélever doit être clairement établie, compte tenu de la raison présidant à la 
conduite de l'étude et de l'ensemble des données disponibles sur l'ADME, la génotoxicité, la cancérogénicité ou 
d'autres effets toxiques des produits chimiques étudiés. La voie d'administration (fondée sur la/les voie(s) 
d'exposition humaine potentielle(s)), la distribution et l'absorption tissulaires prévues, le rôle du métabolisme et le 
mécanisme d'action possible des produits chimiques étudiés sont des facteurs importants à prendre en considé
ration. Le foie est le tissu qui a été le plus fréquemment étudié et sur lequel les données sont les plus nombreuses. 
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C'est pourquoi, en l'absence de données préexistantes et d'éléments incitant à choisir un tissu donné, le choix du 
foie est justifié par le fait que c'est le siège principal du métabolisme des xénobiotiques et qu'il est souvent 
fortement exposé tant aux produits chimiques initiaux qu'à leur(s) métabolite(s). Dans certains cas, l'examen d'un 
site de contact direct (l'estomac glandulaire ou le duodénum/jéjunum pour les produits administrés par voie orale, 
par exemple, ou les poumons pour les produits inhalés) peut être particulièrement indiqué. Des tissus complémen
taires ou différents pourront être sélectionnés compte tenu des raisons justifiant la conduite du test, mais il peut 
être utile d'examiner différents tissus prélevés sur les mêmes animaux, à condition que le laboratoire ait fait la 
preuve de ses compétences pour ces tissus et de son aptitude à manipuler simultanément différents tissus. 

Préparation des prélèvements 

Pour les opérations décrites dans les paragraphes suivants (44-49), il importe que toutes les solutions ou 
suspensions stables soient utilisées avant leur date d'expiration, ou que des solutions ou suspensions fraîches soient 
préparées si nécessaire. De plus, dans ce qui suit, le temps passé à (i) prélever chaque tissu après la nécropsie, (ii) 
traiter chaque tissu pour obtenir des suspensions de cellules/noyaux, et (iii) traiter la suspension et préparer les 
lames, est considéré chaque fois comme une variable critique (voir définitions à l'appendice 1), et des durées 
acceptables pour chacune de ces étapes doivent avoir été fixées lors de l'établissement de la méthode et de la 
démonstration des compétences du laboratoire. 

Les animaux seront sacrifiés conformément à la législation en vigueur sur le bien-être animal et à la règle des 3R, 
au(x) moment(s) approprié(s) après la dernière administration du produit chimique d'essai. Le(s) tissu(s) sélectionné 
(s) est/sont prélevé(s), disséqué(s), une portion est collectée pour le test des comètes et, au même moment, un 
échantillon de la même partie du tissu est découpé et placé dans une solution de formaldéhyde ou un fixateur 
approprié pour une éventuelle analyse histopathologique (voir paragraphe 55) selon les méthodes standards (12). 
Le tissu destiné au test des comètes est placé dans du tampon de broyage, rincé soigneusement au tampon de 
broyage froid pour éliminer le sang résiduel, et conservé dans du tampon de broyage glacé jusqu'au traitement. Une 
perfusion in situ peut aussi être pratiquée pour le foie ou les reins, par exemple. 

Un grand nombre de méthodes d'isolement des cellules/noyaux ont été publiées. Elles incluent le broyage de tissus 
tels que ceux du foie ou des reins, le raclage de la surface des muqueuses dans le cas du tractus gastro-intestinal, 
l'homogénéisation et la digestion enzymatique. Les essais de validation du JaCVAM n'ont porté que sur des cellules 
isolées; pour l'établissement de la méthode et pour pouvoir faire référence aux essais de validation du JaCVAM lors 
de la démonstration des compétences, on préférera donc les cellules isolées. Cependant, il a été établi que les 
résultats du test ne diffèrent pas fondamentalement selon que l'on a recours à des cellules ou des noyaux isolés (8). 
De même, différentes méthodes d'isolement des cellules/noyaux (homogénéisation, broyage, digestion enzymatique 
et filtration sur tamis) ont donné des résultats comparables (55). On peut donc utiliser soit des cellules isolées soit 
des noyaux isolés. Le laboratoire évaluera et validera soigneusement les méthodes d'isolement des cellules/noyaux 
par type de tissu. Comme indiqué au paragraphe 40, la persistance de certaines des lésions conduisant à des 
cassures de brins d'ADN détectées par le test des comètes peut être très brève (40) (41). Quelle que soit la méthode 
employée pour préparer les suspensions de cellules/noyaux isolés, il importe donc que les tissus soient traités dès 
que possible après que les animaux ont été sacrifiés, et placés dans des conditions visant à réduire la disparition des 
lésions (maintien des tissus à basse température, par exemple). Il convient de conserver les suspensions cellulaires à 
très basse température jusqu'à ce qu'elles soient prêtes à être utilisées, afin de pouvoir mettre en évidence une 
variation inter-échantillons minimale et des réponses appropriées chez les témoins positifs et négatifs. 

PRÉPARATION DES LAMES 

La préparation des lames doit intervenir dès que possible après la préparation des cellules/noyaux isolés (dans 
l'heure qui suit, idéalement), mais la température et le temps écoulé entre le sacrifice des animaux et la préparation 
des lames doivent être rigoureusement contrôlés et validés dans les conditions du laboratoire. Le volume de 
suspension cellulaire ajouté à l'agarose à bas point de fusion (habituellement de 0,5 à 1,0 %) pour préparer les 
lames ne doit pas réduire le pourcentage d'agarose à bas point de fusion à moins de 0,45 %. La densité optimale de 
cellules sera déterminée par le système d'analyse d'image utilisé pour le comptage des comètes. 
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Lyse 

Les conditions de lyse constituent également une variable critique pouvant interférer avec les cassures de brins 
résultant d'un type spécifique de modifications de l'ADN (alkylations et formation d'adduits aux bases de l'ADN). Il 
est donc recommandé de maintenir les conditions de lyse aussi constantes que possible pour toutes les lames au 
cours d'une même expérimentation. Une fois préparées, les lames sont immergées dans une solution de lyse 
réfrigérée pendant au moins une heure (ou toute une nuit) à une température de l'ordre de 2 à 8 °C, en lumière 
tamisée (lumière jaune, par exemple) ou en environnement étanche à la lumière, pour éviter l'exposition à la 
lumière blanche, qui peut contenir des composantes UV. Après cette période d'incubation, on rince les lames pour 
les débarrasser du détergent et des sels résiduels avant l'étape de déroulement alcalin. On utilisera pour ce faire de 
l'eau purifiée, un tampon neutralisant ou un tampon phosphate. Un tampon d'électrophorèse peut également être 
utilisé. L'objectif est de maintenir des conditions alcalines dans la chambre d'électrophorèse. 

Déroulement et électrophorèse 

Les lames sont placées de façon aléatoire sur le plateau d'une unité d'électrophorèse sur gels immergés contenant 
suffisamment de solution d'électrophorèse pour que la surface des lames soit entièrement recouverte (la profondeur 
d'immersion doit, elle aussi, être cohérente d'une épreuve à l'autre). Dans un autre type d'unité d'électrophorèse 
utilisé pour le test des comètes, c'est-à-dire avec refroidissement actif, circulation du liquide de refroidissement et 
alimentation haute tension, l'intensité du courant électrique sera d'autant plus forte que la hauteur de solution sera 
élevée, à tension constante. Les lames doivent être réparties de façon équilibrée dans la cuve d'électrophorèse afin 
d'atténuer les effets d'éventuelles tendances ou les effets de bord dans la cuve et de limiter les variations entre lots; 
il faut donc que pour chaque épreuve d'électrophorèse, on utilise le même nombre de lames provenant de chaque 
animal, et des échantillons des différents groupes de doses, des témoins négatifs et des témoins positifs. Les lames 
doivent rester au moins 20 minutes dans la cuve pour que l'ADN se déroule, puis sont soumises à l'électrophorèse 
dans des conditions contrôlées assurant une sensibilité et une plage dynamique maximales pour l'essai (c'est-à-dire 
garantissant des pourcentages d'ADN de queue acceptables, chez les témoins négatifs et positifs, pour assurer une 
sensibilité maximale). Le degré de migration de l'ADN est proportionnel à la durée de l'électrophorèse, ainsi qu'au 
potentiel (V/cm). D'après les essais du JaCVAM, celui-ci pourrait être de 0,7 V/cm pendant au moins 20 minutes. La 
durée de l'électrophorèse est considérée comme une variable critique et le temps d'électrophorèse doit être réglé de 
façon à optimiser la plage dynamique. Des durées plus longues (30 ou 40 minutes, par exemple, pour gagner en 
sensibilité) se traduisent habituellement par des réponses positives plus nettes pour des mutagènes connus. 
Cependant, un allongement de la durée de l'électrophorèse peut aussi se traduire par une migration excessive dans 
les échantillons témoins. Chaque expérience doit être réalisée à tension constante, et la variabilité des autres 
paramètres doit se situer dans une plage étroite et spécifiée, par exemple, dans les essais du JaCVAM, 0,7 V/cm avec 
une intensité initiale de 300 mA. La profondeur du tampon doit être ajustée pour réaliser les conditions requises, et 
maintenue tout au long de l'expérimentation. Il convient de consigner l'intensité du courant au début et à la fin de 
l'électrophorèse. Les conditions optimales doivent donc être déterminées au cours de la démonstration initiale de 
compétences par le laboratoire pour chaque tissu étudié. La température de la solution d'électrophorèse au cours du 
déroulement et de l'électrophorèse doit être maintenue à un niveau bas (2-10 °C, habituellement) (10). Il convient 
de consigner la température de la solution d'électrophorèse au début du déroulement, au début de l'électrophorèse 
et à la fin de l'électrophorèse. 

Une fois l'électrophorèse terminée, les lames doivent être immergées/rincées dans le tampon de neutralisation 
pendant au moins 5 minutes. Les gels peuvent être colorés et observés à l'état «frais» (pendant 1 à 2 jours, par 
exemple) ou être déshydratés et observés ultérieurement (dans un délai de une à deux semaines après la coloration, 
par exemple) (56). Cependant, ces conditions doivent être validées lors de la démonstration de compétences et les 
données historiques doivent être recueillies et conservées séparément pour chacune de ces options. Dans le second 
cas, les lames doivent être déshydratées par immersion dans l'éthanol absolu pendant au moins cinq minutes, 
séchées à l'air libre puis stockées, soit à température ambiante, soit dans un récipient conservé au réfrigérateur 
jusqu'à la lecture. 

Méthodes de mesure 

L'évaluation quantitative des comètes fait appel à un système d'analyse d'image automatique ou semi-automatique. 
Les lames sont colorées par un colorant fluorescent approprié — SYBR Gold, Green I, iodure de propidium ou 
bromure d'éthidium, par exemple — et observées à un grossissement approprié (200x, par exemple) au microscope 
à épifluorescence équipé de détecteurs appropriés ou d'une caméra numérique (CCD, par exemple). 
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Les cellules peuvent être classées en trois catégories décrites dans l'atlas des images de comètes (57), à savoir 
mesurable, non mesurable, cellule fantôme (voir le paragraphe 55 pour plus de précisions). Seules les cellules 
mesurables (tête et queue clairement définies, pas d'interférence avec les cellules voisines) doivent être classées en 
fonction du pourcentage d'ADN de queue, pour éviter les artefacts. Il n'est pas nécessaire d'indiquer la fréquence 
des cellules non mesurables. La fréquence des cellules fantômes est évaluée par un examen visuel (l'absence de tête 
clairement définie ayant pour conséquence que ces cellules ne sont pas bien détectées par le système d'analyse 
d'image) portant sur au moins 150 cellules par échantillon (voir paragraphe 56 pour plus de précisions) et 
mentionnée à part. 

Toutes les lames, y compris celles des témoins négatifs et positifs, doivent être codées indépendamment et évaluées 
«en aveugle», afin que l'analyste ignore à quel traitement elles correspondent. Pour chaque échantillon (par tissu et 
par animal), au moins 150 cellules (en dehors des cellules fantômes — voir paragraphe 56) doivent être analysées. 
L'évaluation de 150 cellules par animal chez au moins 5 animaux par dose (mais moins de 5 dans le groupe 
témoin positif concomitant — voir paragraphe 29) assure une puissance statistique satisfaisante, selon l'analyse de 
Smith et al., 2008 (5). Si des lames sont utilisées, cela peut représenter l'évaluation de 2 ou 3 lames par échantillon 
pour des groupes de 5 animaux. Plusieurs zones de la lame doivent être observées à une densité garantissant 
l'absence de chevauchement des queues. L'évaluation en bord de lame est à éviter. 

Les cassures de brins d'ADN dans le test des comètes peuvent être mesurées selon divers paramètres indépendants, 
tels que le pourcentage d'ADN de queue, la longueur de la queue ou le moment de la queue. Ces trois mesures 
peuvent être effectuées si l'on utilise un logiciel d'analyse d'image approprié. Cependant, le pourcentage d'ADN de 
queue (également appelé intensité de la queue) est recommandé pour l'évaluation et l'interprétation des résultats 
(12) (40) (41) (42); il est déterminé par l'intensité des fragments d'ADN présents dans la queue, exprimée en 
pourcentage de l'intensité totale de la cellule (13). 

Lésion des tissus et cytotoxicité 

Des résultats positifs au test des comètes peuvent ne pas être dus exclusivement à la génotoxicité, la toxicité pour 
les tissus cibles pouvant aussi se traduire par une augmentation de la migration de l'ADN (12) (41). A l'inverse, une 
cytotoxicité faible ou modérée est souvent observée dans le cas des substances génotoxiques connues (12); le test 
des comètes ne permet donc pas à lui seul de distinguer une migration de l'ADN induite par la génotoxicité d'une 
migration induite par la cytotoxicité. Toutefois, lorsqu'une augmentation de la migration de l'ADN est observée, il 
est recommandé d'étudier au moins un indicateur de cytotoxicité, ce qui peut aider à interpréter les résultats. Une 
augmentation de la migration de l'ADN en présence d'éléments attestant clairement de la cytotoxicité d'un produit 
doit être interprétée avec prudence. 

De nombreux critères de cytotoxicité ont été proposés et parmi eux, les altérations histopathologiques sont 
considérées comme fournissant une bonne évaluation de la toxicité tissulaire. Des observations telles qu'une 
inflammation, une infiltration cellulaire ou des modifications apoptotiques ou nécrotiques ont été associées à une 
augmentation de la migration de l'ADN; cependant, comme l'ont montré les essais de validation du JaCVAM (12), il 
n'existe pas de liste définitive de modifications histopathologiques systématiquement associées à une migration 
accrue de l'ADN. Les modifications de certains paramètres biologiques (AST, ALT, par exemple) peuvent aussi 
fournir des informations utiles sur les lésions des tissus, et d'autres indicateurs, tels que l'activation des caspases, le 
marquage des cellules apoptotiques par la méthode TUNEL, la coloration à l'annexine V, etc., peuvent aussi être 
envisagés. Cependant, les données publiées sur l'utilisation de ces indicateurs dans des études in vivo sont limitées et 
ne sont peut-être pas toutes également fiables. 

Les cellules fantômes sont des cellules dont l'image au microscope consiste en une tête de petite taille ou 
inexistante et une grande queue diffuse, et qui sont considérées comme très endommagées, bien que l'étiologie de 
ce phénomène soit incertaine (voir appendice 3). Du fait de leur apparence, la mesure du pourcentage d'ADN dans 
la queue par analyse d'image n'est pas fiable, et il convient donc de les évaluer séparément. L'occurrence de cellules 
fantômes doit être consignée et signalée, et toute augmentation importante de leur nombre attribuée au produit 
chimique testé doit être investiguée et interprétée avec soin. La connaissance du mode d'action potentiel des 
produits chimiques d'essai peut constituer une aide à cet égard. 
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RESULTATS ET RAPPORT 

Traitement des résultats 

L'animal étant l'unité expérimentale, il convient de présenter sous forme de tableau les données animales indivi
duelles et la synthèse des résultats. Du fait de la nature hiérarchique des données, il est recommandé de déterminer 
pour chaque lame le pourcentage médian d'ADN de queue et de calculer pour chaque animal la moyenne des 
médianes (12). La moyenne d'un groupe est obtenue en faisant la moyenne des moyennes individuelles des 
animaux qui le composent. Toutes ces valeurs doivent figurer dans le rapport. D'autres démarches peuvent être 
appliquées (voir paragraphe 53) si cela est justifié d'un point de vue scientifique et statistique. Pour l'analyse 
statistique, diverses approches sont possibles (58) (59) (60) (61). Lors du choix des méthodes statistiques, on 
tiendra compte de la nécessité de transformer éventuellement les données (en logarithmes ou en racines carrées, 
par exemple) et/ou d'ajouter un petit nombre (0.001, par exemple) à toutes les valeurs (même non nulles) pour 
atténuer l'incidence des valeurs nulles, comme il est expliqué dans les références ci-dessus. On trouvera à 
l'appendice 2 des précisions sur l'analyse des interactions traitement/sexe lorsque des animaux des deux sexes sont 
utilisés, et sur l'analyse subséquente des données selon que des différences sont observées ou non. Des données sur 
la toxicité et les signes cliniques doivent également figurer dans le rapport. 

Critères d'acceptabilité 

L'acceptation de l'essai repose sur les critères suivants: 

a.  Les données relatives aux témoins négatifs concomitants sont considérées comme pouvant être ajoutées à la 
base de données des témoins négatifs historiques du laboratoire (voir paragraphe 16). 

b.  Les témoins positifs concomitants (voir paragraphe 29) doivent induire des réponses compatibles avec celles 
générées dans la base de données des témoins positifs historiques et produire une augmentation statistiquement 
significative par rapport au témoin négatif concomitant. 

c.  Un nombre adéquat de cellules et de doses ont été analysées (paragraphes 52 et 36-38). 

d.  Les critères de sélection de la dose la plus élevée sont cohérents avec ceux décrits au paragraphe 36. 

Évaluation et interpretation des résultats 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement positif si: 

a.  au moins une des doses d'essai présente une augmentation statistiquement significative par rapport au témoin 
négatif concomitant, 

b.  un test de tendance approprié montre que l'augmentation est liée à la dose, 

c.  des résultats se situent à l'extérieur de la distribution des données des témoins négatifs historiques pour une 
espèce, un véhicule, une voie, un tissu et un nombre d'administrations donnés. 

Lorsque tous ces critères sont remplis, le produit chimique d'essai est considéré comme capable d'induire des 
cassures de brins d'ADN dans les tissus étudiés dans ce système d'essai. Si un ou deux seulement de ces critères 
sont remplis, voir le paragraphe 62. 

À condition que tous les critères d'acceptabilité soient remplis, un produit chimique d'essai est considéré comme 
clairement négatif si: 

a.  aucune concentration d'essai ne présente une augmentation statistiquement significative par rapport au témoin 
négatif concurrent, 

b.  un test de tendance approprié montre qu'il n'y a pas d'augmentation liée à la concentration, 

c.  l'intégralité des résultats se situe à l'intérieur de la distribution des données des témoins négatifs historiques pour 
une espèce, un véhicule, une voie, un tissu et un nombre d'administrations donnés, 

d.  une preuve directe ou indirecte de l'exposition du/des tissu(s) cible(s) ou de la toxicité pour ce(s) tissu(s) est 
apportée. 
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Le produit chimique d'essai est alors considéré comme incapable d'induire des cassures de brins d'ADN dans les 
tissus étudiés dans ce système d'essai. 

Il n'est pas nécessaire de vérifier une réponse clairement positive ou négative. 

Lorsque la réponse n'est ni clairement négative ni clairement positive (c'est-à-dire que tous les critères des 
paragraphes 59 ou 60 ne sont pas remplis) et afin d'établir la signification biologique d'un résultat, les données 
doivent être soumises à un jugement d'expert et/ou des investigations plus poussées si cela est justifié d'un point de 
vue scientifique. Il peut être utile d'examiner des cellules supplémentaires (le cas échéant) ou de répéter l'expérience, 
éventuellement dans des conditions expérimentales optimisées (espacement des doses, autres voies d'administration, 
autres moments d'échantillonnage ou autres tissus, par exemple). 

Dans de rares cas, même après des études complémentaires, l'ensemble de données ne permettra pas de conclure à 
un résultat positif ou négatif, et le résultat sera déclaré équivoque. 

Pour évaluer la signification biologique d'un résultat positif ou équivoque, des informations sur la cytotoxicité pour 
le tissu cible sont nécessaires (voir paragraphes 54-55). Lorsque des résultats positifs ou équivoques sont observés 
uniquement en présence de signes clairs de cytotoxicité, on conclura à une étude équivoque pour ce qui est de la 
génotoxicité, à moins de disposer d'informations suffisantes pour permettre une conclusion définitive. En cas de 
résultats négatifs s'accompagnant de signes de toxicité à toutes les doses, il peut être judicieux de procéder à une 
étude complémentaire à des doses non toxiques. 

Rapport d'essai 

Le rapport d'essai doit contenir les informations suivantes: 

Produit chimique d'essai: 

—  source, numéro de lot s'il est disponible; 

—  stabilité du produit chimique d'essai, date limite d'utilisation, ou date de réanalyse, si elle est connue. 

Substance mono-constituant: 

—  apparence physique, hydro-solubilité, autres propriétés physico-chimiques importantes pour la conduite de 
l'étude; 

—  identification chimique: nom IUPAC ou CAS, numéro CAS, code SMILES ou InChI, formule structurale, pureté, 
identité chimique des impuretés s'il y a lieu et si les conditions pratiques le permettent, etc. 

Substance multi-constituants, UVCB et mélanges: 

—  caractérisés autant que possible par l'identité chimique des constituants (voir ci-dessus), la présence, la quantité 
et les propriétés physico-chimiques des constituants. 

Solvant/véhicule: 

—  justification du choix du solvant/véhicule; 

—  solubilité et stabilité du produit chimique d'essai dans le solvant/véhicule, si elles sont connues; 

—  préparation des formulations à administrer; 

—  déterminations analytiques sur les formulations (stabilité, homogénéité, concentrations nominales, par exemple). 

Animaux d'essai: 

—  espèce/souche utilisée et justifications scientifiques et éthiques; 

—  nombre, âge et sexe des animaux; 
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—  source, conditions d'encagement, régime alimentaire, enrichissement environnemental, etc.; 

—  poids individuel des animaux au début et à la fin de l'essai, y compris fourchette, moyenne et écart type pour 
chaque groupe. 

Conditions de l'essai: 

—  données relatives aux témoins positifs et négatifs (solvant/véhicule); 

—  résultats de l'étude de détermination des doses (le cas échéant); 

—  justification du choix des doses; 

—  détails sur la préparation du produit chimique d'essai; 

—  détails sur l'administration du produit chimique d'essai; 

—  justification de la voie d'administration; 

—  site d'injection (pour les études par voie sous-cutanée ou intraveineuse); 

—  méthodes de préparation des échantillons, analyses histopathologiques le cas échéant, en particulier pour les 
produits chimiques donnant un résultat positif au test des comètes; 

—  justification de la sélection du tissu; 

—  méthodes permettant de vérifier que le produit chimique d'essai a atteint le tissu cible ou la circulation sanguine 
en cas de résultats négatifs; 

—  dose réelle (mg/kg de poids corporel/jour) calculée en fonction de la concentration du produit chimique d'essai 
dans la nourriture ou l'eau de boisson (ppm) et de la consommation, s'il y a lieu; 

—  détails sur la qualité de la nourriture et de l'eau; 

—  description détaillée des programmes de traitement et d'échantillonnage et justification des choix (données 
toxicocinétiques éventuelles, par exemple); 

—  méthode d'analgésie; 

—  méthode employée pour sacrifier les animaux; 

—  procédures d'isolement et de conservation des tissus; 

—  méthodes de préparation de la suspension de cellules/noyaux isolés; 

—  source et numéros de lots de tous les réactifs (lorsque c'est possible); 

—  méthodes d'évaluation de la cytotoxicité; 

—  conditions d'électrophorèse; 

—  techniques de coloration utilisées; 

—  méthodes de comptage et de mesurage des comètes. 

Résultats: 

—  Observations cliniques générales, s'il y a lieu, avant et pendant toute la durée de l'essai pour chaque animal; 

—  données établissant la cytotoxicité, le cas échéant; 

—  pour les études d'une durée supérieure à une semaine: évolution du poids corporel de chaque animal au cours 
de l'étude, y compris l'intervalle des poids, la moyenne et l'écart type pour chaque groupe; nourriture 
consommée; 

28.4.2017 L 112/193 Journal officiel de l'Union européenne FR     



—  relation dose-réponse, le cas échéant; 

—  pour chaque tissu/animal, pourcentage d'ADN de queue (ou autre donnée, selon le paramètre choisi), valeurs 
médianes par lame, valeurs moyennes par animal et valeurs moyennes par groupe; 

—  données relatives aux témoins négatifs concomitants et aux témoins négatifs historiques, avec plages de valeurs, 
moyennes/médianes et écarts-types pour chaque tissu évalué; 

—  données relatives aux témoins positifs concomitants et aux témoins positifs historiques; 

—  pour les tissus autres que le foie, courbe dose-réponse correspondant au témoin positif. Cette courbe peut être 
établie à partir des données collectées au cours de l'établissement des compétences du laboratoire (voir 
paragraphes 16-17) et sera accompagnée d'une justification, avec des références à la littérature actuelle, 
montrant que l'ampleur et la dispersion des réponses aux témoins dans le tissu étudié sont appropriées; 

—  analyses et méthodes statistiques employées; critères appliqués pour considérer une réponse comme positive, 
négative ou équivoque; 

—  fréquence des cellules fantômes dans chaque groupe et par animal. 

Discussion des résultats 

Conclusions 
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Appendice 1 

DEFINITIONS 

Comète: nom donné à la forme que prennent les nucléoïdes soumis à un champ électrophorétique, en raison de 
sa similitude avec celle d'une comète: la tête correspond au noyau, et la queue est constituée de l'ADN migrant hors 
du noyau sous l'action du champ électrique. 

Électrophorèse de cellules isolées en gel d'agarose en conditions alcalines: technique sensible pour la 
détection de lésions primaires de l'ADN au niveau de cellules/noyaux individualisés. 

Intensité de la queue ou pourcentage d'AND de queue: correspond à l'intensité de fluorescence de la queue de 
la comète rapportée à l'intensité totale (tête plus queue). Reflète l'ampleur des cassures de l'ADN, exprimée sous 
forme de pourcentage. 

Produit chimique: une substance ou un mélange. 

Produit chimique d'essai: toute substance ou tout mélange soumis à un essai réalisé suivant la présente méthode 
d'essai. 

UVCB: Substances de composition inconnue ou variable, produits de réaction complexes ou matériels biologiques. 

Variable/paramètre critique: désigne une variable d'un protocole expérimental dont une modification mineure 
peut avoir une forte incidence sur la conclusion de l'essai. Les variables critiques peuvent être spécifiques d'un tissu. 
Il importe de ne pas modifier les variables critiques, particulièrement en cours d'essai, sans tenir compte de 
l'incidence de ces modifications sur la réponse à l'essai, signalée par exemple par l'ampleur et la variabilité de la 
réponse des témoins positifs et négatifs. Le rapport d'essai doit préciser les modifications apportées aux variables 
critiques au cours de l'essai, ou par rapport au protocole standard du laboratoire, et justifier chacune de ces modifi
cations.   
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Appendice 2 

PLAN FACTORIEL UTILISÉ POUR IDENTIFIER DES DIFFÉRENCES ENTRE SEXES DANS LE TEST DES 
COMÈTES IN VIVO 

Le plan factoriel et son analyse 

Selon cette démarche, un minimum de 5 mâles et de 5 femelles sont exposés à chaque concentration d'essai, ce qui 
conduit à utiliser un minimum de 40 animaux (20 mâles et 20 femelles, auxquels s'ajoutent les témoins positifs 
nécessaires) 

La démarche décrite ici, qui correspond à l'une des formes simples du plan factoriel, équivaut à une analyse de 
variance à deux facteurs, dans laquelle le sexe et la concentration sont les facteurs principaux. Les données peuvent 
être analysées à l'aide de nombreux progiciels statistiques standard tels que SPSS, SAS, STATA ou Genstat, ou en 
utilisant le logiciel R. 

À partir de l'ensemble de données, on détermine la variabilité entre les sexes, la variabilité entre les concentrations 
et la variabilité liée à l'interaction entre sexe et concentrations. Chacun de ces termes est comparé à une estimation 
de la variabilité entre les animaux répartis au sein des groupes d'animaux de même sexe exposés à la même concen
tration. On trouvera plus de précisions sur cette méthode dans les manuels de statistiques classiques (voir les 
références) et dans les fichiers d'aide fournis avec les logiciels statistiques. 

On examine ensuite le terme d'interaction sexe x concentration dans un tableau ANOVA (1). En l'absence de terme 
d'interaction significatif, la combinaison des valeurs inter-sexes ou inter-niveaux de concentration permet de réaliser 
des tests statistiques valides entre les niveaux, en se basant sur le terme de variabilité intra-groupe combinée fourni 
par l'ANOVA. 

L'analyse se poursuit par la partition de la variabilité estimée entre concentrations, de façon à obtenir des 
contrastes, ce qui permet d'établir les contrastes linéaires et quadratiques des réponses pour l'ensemble des niveaux 
de concentration. Lorsqu'il y a une interaction significative sexe x concentration, ce terme peut à son tour être 
partitionné en contrastes d'interaction linéaire x sexe et quadratique x sexe. Ces termes permettent de vérifier si les 
réponses aux concentrations sont parallèles pour les deux sexes ou si elles diffèrent selon le sexe. 

L'estimation de la variabilité intra-groupe combinée peut servir à tester l'écart entre les moyennes en les comparant 
deux à deux. Ces comparaisons peuvent se faire entre les moyennes pour les deux sexes et entre les moyennes pour 
les différents niveaux de concentration (comparaisons avec les témoins négatifs, par exemple). En cas d'interaction 
significative, des comparaisons peuvent être faites entre les moyennes des différentes concentrations pour un même 
sexe, ou entre les moyennes des deux sexes à la même concentration. 

Références 

De nombreux manuels de statistiques traitent de la théorie, de la conception, de la méthodologie, de l'analyse et de 
l'interprétation des plans factoriels, depuis les analyses les plus simples, à deux facteurs, jusqu'aux formes 
complexes utilisées dans la conception de l'expérimentation. La liste ci-dessous n'est pas exhaustive. Certains 
ouvrages comportent des exemples d'application de ce type de démarches, accompagnés parfois d'un code 
permettant l'exécution des analyses sous différents logiciels.  

(1) Box, G.E.P, Hunter, W.G. and Hunter, J.S. (1978). Statistics for Experimenters. An Introduction to Design, Data 
Analysis, and Model Building. New York: John Wiley & Sons.  

(2) Box G.E.P. & Draper, N.R. (1987) Empirical model-building and response surfaces. John Wiley & Sons Inc.  

(3) Doncaster, C.P. & Davey, A.J.H. (2007) Analysis of Variance and Covariance: How to choose and Construct 
Models for the Life Sciences. Cambridge University Press. 
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(1) Les statisticiens qui suivent une démarche de modélisation telle que l'utilisation de modèles linéaires généralisés (MLG) peuvent conduire 
l'analyse d'une manière différente mais comparable; toutefois, ils n'obtiendront pas nécessairement le traditionnel tableau ANOVA, qui 
remonte à des conceptions algorithmiques du calcul statistique développées à l'ère pré-informatique. 



(4) Mead, R. (1990) The Design of Experiments. Statistical principles for practical application. Cambridge 
University Press.  

(5) Montgomery D.C. (1997) Design and Analysis of Experiments. John Wiley & Sons Inc.  

(6) Winer, B.J. (1971) Statistical Principles in Experimental Design. McGraw Hill.  

(7) Wu, C.F.J & Hamada, M.S. (2009) Experiments: Planning, Analysis and Optimization. John Wiley & Sons Inc.   
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Appendice 3 

LIMITES ACTUELLES DE L'ESSAI 

Le test des comètes in vivo présente plusieurs limites liées à l'état actuel des connaissances. On peut s'attendre à ce 
que leur nombre diminue à l'avenir, ou à ce qu'elles soient définies de façon plus précise, à mesure que l'expérience 
acquise dans l'application du test apporte des réponses aux questions de sécurité, dans un contexte réglementaire. 

1.  Certains types de dommages à l'ADN peuvent être de courte durée, c'est-à-dire réparés trop rapidement pour 
être observables 24 heures ou plus après la dernière dose administrée. Il n'existe pas de liste validée des 
dommages de courte durée, ni des produits chimiques susceptibles de provoquer ce type de dommages, et l'on 
ignore combien de temps ces derniers restent détectables. Le moment d'échantillonnage optimal peut aussi être 
spécifique du produit chimique ou de la voie d'administration, et les moments d'échantillonnage doivent être 
établis d'après les données cinétiques (temps Tmax auquel est atteint le pic de concentration dans le plasma ou le 
tissu, par exemple), lorsque ces données sont disponibles. La plupart des études de validation sur lesquelles 
s'appuie la présente méthode d'essai précise que la nécropsie doit intervenir 2 ou 3 heures après l'administration 
de la dernière dose. La plupart des études publiées font état d'une administration de la dernière dose de 2 à 
6 heures avant le sacrifice des animaux. C'est donc sur ces bases que la présente méthode d'essai recommande 
d'administrer la dose finale à un moment spécifié entre 2 et 6 heures avant la nécropsie, sauf si des données 
incitent à procéder différemment. 

2.  Il n'existe pas de données validées relatives à la sensibilité du test pour la détection des dommages de courte 
durée à l'ADN consécutifs à l'administration dans les aliments ou l'eau de boisson, par comparaison avec l'admi
nistration par gavage. Des dommages à l'ADN ont été détectés après administration dans les aliments ou l'eau de 
boisson, mais les rapports d'essais réalisés par cette voie d'administration sont relativement peu nombreux, et 
l'on dispose d'une expérience beaucoup plus grande de l'administration par gavage ou par voie intrapéritonéale. 
La sensibilité du test pourrait donc être réduite dans le cas des produits chimiques induisant des dommages de 
courte durée, lorsque ces produits sont administrées dans les aliments ou l'eau de boisson. 

3. Aucune étude interlaboratoires n'a été menée sur des tissus autres que le foie et l'estomac, et aucune recomman
dation n'a donc été établie sur la façon d'obtenir une réponse sensible et reproductible sur des tissus autres que 
le foie, avec par exemple les plages attendues pour les témoins positifs et négatifs. Pour le foie, il n'a pas non 
plus été possible de parvenir à un accord sur un abaissement de la limite pour les témoins négatifs. 

4.  Bien que plusieurs publications démontrent que la cytotoxicité in vitro constitue un facteur de confusion, très 
peu de données in vivo ont été publiées et il n'a donc pas été possible de recommander une mesure de 
cytotoxicité particulière. Des modifications histopathologiques telles qu'une inflammation, une infiltration 
cellulaire ou des modifications apoptotiques ou nécrotiques ont été associées à une augmentation de la 
migration de l'ADN; cependant, comme l'ont montré les essais de validation du JaCVAM (OCDE, 2014), ces 
modifications ne s'accompagnent pas toujours de résultats positifs dans le test des comètes et, de ce fait, il 
n'existe pas de liste définitive de modifications histopathologiques systématiquement associées à une migration 
accrue de l'ADN. Il a été suggéré d'utiliser les cellules fantômes comme indicateur de cytotoxicité, mais leur 
étiologie est incertaine. Selon certaines données, elles pourraient résulter de la cytotoxicité des produits 
chimiques, de dommages mécaniques/à induction enzymatique déclenchés lors de la préparation des 
échantillons (Guerard et al., 2014) et/ou d'un effet extrême de la génotoxicité du produit chimique testé. D'autres 
données semblent indiquer qu'elles sont dues à des dommages importants mais peut-être réparables de l'ADN 
(Lorenzo et al., 2013). 

5.  La possibilité a été établie de congeler des tissus ou des noyaux cellulaires pour les analyser ultérieurement. Cela 
se traduit généralement par un effet mesurable sur la réponse au véhicule et au témoin positif (Recio et al., 
2010; Recio et al., 2012. Jackson et al., 2013). Si le laboratoire a recours à cette pratique, il doit démontrer sa 
compétence en matière de congélation, et confirmer que les valeurs du pourcentage d'ADN de queue dans les 
tissus cibles des animaux traités par le véhicule sont suffisamment basses et que des réponses positives peuvent 
encore être détectées. La littérature décrit plusieurs méthodes de congélation des tissues. Cependant, à l'heure 
actuelle, il n'existe pas d'accord sur la meilleure façon de congeler et décongeler les tissus ni comment évaluer si 
une réponse potentiellement altérée peut affectent la sensibilité de l'essai. 

6.  Des travaux récents montrent que l'on peut s'attendre à ce que le nombre de variables critiques continue de 
baisser et à ce que les paramètres relatifs à ces variables soient définis plus précisément (Guerard et al., 2014). 
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(16) Dans la partie C, le chapitre C.13 est remplacé par le texte suivant: 

«C.13 Bioaccumulation chez le poisson: exposition via le milieu aquatique et via la voie alimentaire 

INTRODUCTION 

La présente méthode d'essai est équivalente à la ligne directrice 305 (2012) de l'OCDE pour les essais de produits 
chimiques. Cette révision de la méthode d'essai poursuit deux objectifs. Tout d'abord, il s'agit d'intégrer à la 
méthode un essai de bioaccumulation via la nourriture (1), à même de déterminer le potentiel de bioaccumulation 
des substances très faiblement solubles dans l'eau. En deuxième lieu, on souhaite élaborer une méthode d'essai qui, 
dans un souci du bien-être animal, utilise le cas échéant un nombre plus réduit de poissons, et qui soit d'un 
meilleur rapport rendement-coût. 

Depuis l'adoption de la méthode d'essai C.13 (1), de nombreuses substances ont été testées, et les laboratoires 
comme les autorités réglementaires ont accumulé une expérience considérable. Il en ressort la conviction que l'essai 
peut être simplifié si des critères spécifiques sont remplis (voir paragraphe 88), et qu'une approche à plusieurs 
niveaux est possible. L'expérience a aussi montré que les facteurs biologiques comme le développement et la teneur 
en lipides du poisson ont une forte incidence sur les résultats et doivent probablement être pris en compte. De 
plus, on admet aujourd'hui que tester des substances très faiblement solubles dans l'eau n'est peut-être pas faisable 
techniquement. En outre, pour les substances très peu hydrosolubles, l'exposition par l'eau peut présenter moins 
d'intérêt que l'exposition par la nourriture. D'où le développement d'une méthode d'essai dans laquelle le poisson 
est exposé via son régime alimentaire (voir paragraphes 7 à 14, puis 97 et suivants). La validation (essai circulaire) 
de l'essai avec exposition par voie alimentaire a été effectuée en 2010 (51). 

Les principaux changements apportés à la méthode d'essai sont les suivants: 

—  On peut désormais considérer comme suffisant de tester une seule concentration d'essai quand il est probable 
que le facteur de bioconcentration (FBC) est indépendant de la concentration d'essai. 

—  Il est possible, si l'on respecte des critères spécifiques, de concevoir un essai d'exposition réduite en milieu 
aquatique, avec un nombre restreint de temps d'échantillonnage. 
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(1) Voir définitions et unités à l'appendice 1. 
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