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PRODUITS CHIMIQUES

Bioaccumulation chez les oligochetes terrestres

INTRODUCTION

1. Parmi les Lignes directrices de I’OCDE pour les essais de produits chimiques relatives au devenir
environnemental, celles intitulées « Bioconcentration: essai dynamique chez le poisson » (LD 305) et
« Bioaccumulation chez les oligochétes benthiques fouisseurs » (LD 315) ont été publiées, respectivement,
en 1996 et en 2008. Il est difficile voire impossible d’extrapoler aux organismes terrestres comme les vers
de terre les données sur la bioaccumulation en milieu aquatique. Des calculs de modéles fondés sur la
lipophilie d’un composé, voir par exemple (15) ou (35), sont actuellement utilisés pour évaluer la
bioaccumulation des substances chimiques dans le sol, notamment dans le document d’orientation
technique de I'UE (13). La nécessité d’appliquer une méthode d’essai comportant des compartiments
spécifiques a déja été exposée (56). Une telle méthode est particulierement importante pour évaluer
I’empoisonnement secondaire dans les chaines alimentaires terrestres (4). Plusieurs méthodes d’essai
nationales portent sur la bioaccumulation chez les organismes autres que les poissons, par exemple (2) et
(72). Une méthode d’évaluation de la bioaccumulation chez les vers de terre (Eisenia fetida, Savigny) et
les enchytrées dans des sols contaminés a été élaborée par I’ American Society for Testing and Materials
(ASTM) (3). Une méthode d’essai internationalement reconnue visant a déterminer la bioaccumulation dans
un sol chargé permettra de mieux évaluer les risques des produits chimiques pour les écosystémes
terrestres, notamment (27) et (53).

2. Les invertébrés géophages sont exposés aux substances présentes dans le sol. Au nombre de ces
animaux, les oligochétes terrestres jouent un role important dans la structure et la fonction des sols (18)
(20). Les oligochetes terrestres vivent dans le sol et, partiellement, a sa surface (notamment sur la litiere) ;
ils représentent fréqguemment I’espece la plus abondante en termes de biomasse (54). Leur réle dans la
bioturbation du sol et leur fonction de proies conférent a ces animaux une influence considérable sur la
biodisponibilité des substances pour d’autres organismes comme les prédateurs invertébrés (dont les
acariens et les coléopteres ; voir notamment (64)) ou vertébrés (dont les renards et les mouettes) (19) (62).
Certaines espéces d’oligochétes terrestres actuellement utilisées dans les essais écotoxicologigues sont
décrites a I’annexe 5.

3. Le guide de I’ASTM sur les essais en laboratoire consacrés a la toxicité du sol ou a la
bioaccumulation chez les vers de terre Eisenia fetida et les enchytrées Enchytraeus albidus (3) fournit
nombre d’informations essentielles qui ont servi a mettre en ceuvre la méthode d’essai exposée ici sur la
bioaccumulation dans le sol. Parmi les autres références utilisées figurent les Lignes directrices n° 305 et
n° 315 de I’OCDE, respectivement intitulées « Bioconcentration : essai dynamique chez le poisson » (48)
et « Bioaccumulation chez les oligochetes benthiques fouisseurs » (52). Des expériences pratiques tirées
d’études et de diverses publications sur la bioaccumulation dans le sol, dont (1) (6) (11) (12) (26) (37) (41)
(43) (57) (60) (76) (78) (79), ont également largement inspiré la présente Ligne directrice.

4. Cette méthode d’essai s’applique essentiellement aux substances chimiques organiques neutres,
stables, qui ont tendance a étre adsorbées dans le sol. Elle permet également d’évaluer la bioaccumulation
de composés organométalliques stables, associés au sol. Cette méthode s’applique aussi aux métaux et
autres éléments présents a I’état de traces.
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PREREQUIS

5. Les essais visant a mesurer la bioaccumulation d’une substance dans les oligochetes terrestres ont
été réalisés avec des métaux lourds (voir notamment (63)) et des substances organiques persistantes dont le
log Kow (Koe) se situe entre 3.0 et 6.0 (37). Ces essais s’appliquent également aux :

e  Substances dont le log K, est supérieur a 6.0 (substances super-hydrophobes);

e Substances appartenant a la classe des substances organiques connues pour leur potentiel de
bioaccumulation dans les organismes vivants, par exemple les substances fortement adsorbantes
ou tensio-actives;

e Substances qui présentent un potentiel de bioaccumulation de par leurs caractéristiques
structurelles (analogues des substances dont le potentiel de bioaccumulation est connu);

e Meétaux.

6. Avant de débuter toute étude, il convient de disposer de certaines informations sur la substance
d’essai, comme le nom courant, le nom chimique (de préférence le nom IUPAC), la formule structurale, le
numéro CAS, la pureté, les mesures de sécurité, les conditions de stockage appropriées et les méthodes
d’analyse. Il faut aussi connaitre les propriétés suivantes de la substance:

(a) solubilité dans I’eau;

(b) coefficient de partage octanol-eau, Kqy;

(c) coefficient de partage sol-eau, exprimé par Kq;
(d) pression de vapeur;

(e) dégradabilité (dans le sol ou I’eau notamment);
(f)  métabolites connus.

7. Il est possible d’utiliser des substances d’essai radiomarquées ou non. Cependant, I’utilisation de
substances radiomarquées est recommandée car elle facilite I’analyse. La décision d’y recourir dépendra
des limites de détection ou de la nécessité de mesurer le composé parent et les métabolites. Dans le cas ou
une substance radiomarquée est utilisée et ou le total des résidus radioactifs est mesuré, il est important que
les résidus radiomarqués tant dans le sol que dans les organismes d’essai soient définis en pourcentages du
composé parent et du composé marqué non-parent, par exemple dans des échantillons prélevés a un état
stationnaire ou a la fin de la phase d’absorption, pour permettre de calculer le facteur de bioaccumulation
(FBA) pour le composé parent et les métabolites du sol pertinents (voir paragraphe 50). Il peut s’avérer
nécessaire de modifier la méthode décrite ici, en particulier en vue de disposer d’une biomasse suffisante
pour mesurer les substances d’essai organiques non-radiomarquées ou les métaux. Lorsque le total des
résidus radioactifs est mesuré (par comptage en scintillation liquide aprés extraction, combustion ou
solubilisation des tissus), le facteur de bioaccumulation est basé sur le composé parent et sur les
métabolites. Il est préférable que le FBA soit calculé sur la base de la concentration du composé parent
dans les organismes et du total des résidus radioactifs. Ensuite, le facteur d’accumulation biota-sol (BSAF)
[biota-soil accumulation factor], normalisé par rapport a la teneur en lipides des vers et a la teneur en
carbone organique (CO) du sol, est calculé a partir du FBA pour garantir la comparabilité des résultats de
différents essais de bioaccumulation.

8. Il convient que la toxicité de la substance d’essai envers les especes utilisées dans I’essai soit
connue, notamment la concentration d’effet (EC,) ou la concentration létale (CL,) pour la durée de la phase
d’absorption ((13) par exemple). La concentration de la substance d’essai représente de préférence environ
1 % de sa CLs, aigué asymptotique, et elle est au moins dix fois supérieure a sa limite de détection dans le
sol par la méthode d’analyse utilisée. La préférence est donnée, lorsqu’elles sont disponibles, aux valeurs
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de toxicité issues d’études a long terme sur les effets sublétaux observés (50) et (51). Si ces données ne
sont pas disponibles, un essai de toxicité aigué apportera des informations utiles (voir notamment (22)).

9. Il est nécessaire de disposer d’une méthode d’analyse appropriée, dont on connait I’exactitude, la
précision et la sensibilité pour quantifier la substance dans les solutions d’essai, dans le sol et dans le
matériel biologique; il est aussi nécessaire de disposer des détails de la préparation et du stockage des
échantillons, et des fiches de données de sécurité des substances. Il convient également de connaitre les
limites de détection analytiques de la substance d’essai dans le sol et les tissus du ver. Si une substance
d’essai marquée au *C est utilisée, il est nécessaire de connaitre aussi la radioactivité spécifique (c’est-a-
dire en Bg.mol™) et le pourcentage de radioactivité associé aux impuretés. La radioactivité spécifique de la
substance d’essai sera suffisamment élevée pour faciliter I’analyse et les concentrations d’essai utilisées ne
provoqueront pas d’effets toxiques.

10. L’essai peut étre réalisé sur sol naturel ou artificiel. Avant le début de I’essai, il convient de
connaitre les caractéristiques du sol naturel utilise, par exemple son origine ou ses constituants, son pH, sa
teneur en carbone organique, sa distribution granulométrique (pourcentages de sable, de limon et d’argile),
et sa capacité de rétention d’eau (CRE) (3) (47).

PRINCIPE DE L’ESSAI
11. Les paramétres qui caractérisent la bioaccumulation d’une substance se composent du facteur de

bioaccumulation (FBA), de la constante de vitesse d’absorption (k) et de la constante de vitesse
d’élimination (k). L’annexe 1 donne des définitions détaillées de ces parameétres.

12. L’essai consiste en deux phases, la phase d’absorption (exposition) et la phase d’élimination
(post-exposition). Durant la phase d’absorption, des groupes répliqués de vers sont exposés au sol chargé
avec la substance d’essai. En plus des animaux d’essai, des groupes témoins de vers sont conservés dans
des conditions identiques, sans la substance d’essai. Le poids sec et la teneur en lipides des organismes
d’essai sont mesurés. Pour ce faire, on peut utiliser des vers du groupe témoin. Les valeurs de fond
analytiques (essai a blanc) peuvent étre obtenues en analysant des échantillons des vers et du sol témoins.
Pour la phase d’élimination, les vers sont transférés dans un sol dépourvu de la substance d’essai. Une
phase d’élimination est toujours nécessaire sauf si I’absorption de la substance d’essai au cours de la phase
d’exposition s’avere étre non significative. Elle permet de recueillir des informations sur la vitesse a
laquelle la substance d’essai est excrétée par I’organisme d’essai (25). Si un état stationnaire n’a pas été
atteint durant la phase d’absorption, il est préférable de déterminer les paramétres cinétiques — constantes
de vitesse d’absorption et d’élimination, facteur de bioaccumulation cinétique FBAy — en s’appuyant sur
I’ajustement simultané des résultats des phases d’absorption et d’élimination. La concentration de la
substance d’essai dans ou sur les vers est contrélée pendant toute la durée des deux phases de I’essai.

13. Durant la phase d’absorption, des mesures sont effectuées pendant des temps de prélévement
pouvant durer jusqu’a 14 jours (enchytrées) ou 21 jours (vers de terre) jusqu’a ce que I’état stationnaire soit
atteint (11) (12) (67). On identifie un état stationnaire lorsque le tracé de la concentration dans les vers en
fonction du temps est parallele a I’axe du temps, et lorsque trois analyses successives de la concentration
réalisees sur des échantillons prélevés a des intervalles d’au moins deux jours ne different pas de plus de
+ 20 % I’une par rapport a I’autre sur la base de comparaisons statistiques (par exemple, analyse de la
variance, analyse de la régression).

14. La phase d’élimination consiste a transférer les organismes d’essai dans des récipients qui
contiennent un substrat identique, mais sans la substance d’essai. Durant la phase d’élimination, les
mesures sont réalisées pendant des durées pouvant aller jusqu’a 14 jours (enchytrées) ou 21 jours (vers de
terre), & moins qu’une détermination analytique antérieure n’ait mis en évidence une diminution de 90 %
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des résidus de substance d’essai dans les vers. La concentration de la substance d’essai dans les vers a la
fin de la phase d’élimination est consignée comme résidus non éliminés. Le facteur de bioaccumulation a
I’état stationnaire [Steady State] (FBAs) est calculé de préférence a la fois comme le rapport de la
concentration dans les vers (C,) a celle dans le sol (C) & un état stationnaire apparent, et comme un facteur
de bioaccumulation cinétique (FBAk), c’est-a-dire comme le rapport de la constante de vitesse
d’absorption a partir du sol (k;) a la constante de vitesse d’élimination (k.) (voir I’annexe 1 pour les
définitions) en supposant une cinétique du premier ordre (voir I’annexe 2 pour les calculs). Si la cinétique
du premier ordre n’est manifestement pas applicable, il convient d’employer d’autres modeles.

15. La constante de vitesse d’absorption, la constante de vitesse d’élimination (ou les constantes, si
d’autres modeéles ont été utilisés), le facteur de bioaccumulation cinétique (FBA), et lorsque cela est
possible, les limites de confiance de chacun de ces parametres, sont calculés a partir d’équations de
modeles a I’aide de programmes informatiques (voir I’annexe 2). La qualité de I’ajustement d’un modele
peut étre déterminée a partir du coefficient de corrélation ou du coefficient de détermination (des
coefficients proches de 1 indiquent une bonne qualité d’ajustement) ou de la loi du chi-deux. De plus la
grandeur de I’écart-type ou de I’intervalle de confiance autour des paramétres estimés peut donner une
bonne indication de la qualité de I’ajustement du modeéle.

16. Pour réduire la variabilité des résultats pour les substances de lipophilie élevée, les facteurs de
bioaccumulation sont exprimés par rapport & la teneur en lipides et a la teneur en carbone organique (teneur
en Kg de carbone organic (CO) du sol par teneur en kg de lipides des vers). Cette approche s’appuie sur le
fait que, pour certaines classes chimiques, il existe une relation claire entre le potentiel de bioaccumulation
et la lipophilie; cette relation a été clairement établie pour le poisson (45). Il existe une relation entre la
teneur en lipides du poisson et la bioaccumulation de ces substances. Pour les organismes benthiques, des
corrélations similaires ont été trouvées (voir notamment (28) (42). Cette corrélation a également été
démontrée pour les oligochétes terrestres (5) (6) (7) (15). Si on dispose de suffisamment de tissu de vers, il
est possible de déterminer la teneur en lipides des animaux d’essai sur le méme matériel biologique que
celui utilisé pour déterminer la concentration de la substance d’essai. Il est également possible de mesurer
la teneur en lipides en utilisant des animaux témoins.

VALIDITE DE L’ESSAI

17. Pour qu’un essai soit valable, les criteres suivants seront remplis tant concernant les animaux
témoins que les animaux traités:

e A I'issue de I’essai, la mortalité totale au cours des phases d’absorption et d’élimination ne
dépasse pas 10 % (vers de terre) ou 20 % (enchytrées) du nombre total de vers introduits;

e Avec Eisenia fetida et Eisenia andrei, la perte de poids moyenne mesurée a la fin des phases
d’absorption et d’élimination ne dépasse pas 20 % du poids frais initial au début de chaque phase.

DESCRIPTION DE LA METHODE

Espéces d’essai

18. Différentes espéces d’oligochétes terrestres sont recommandées pour les essais sur la
bioaccumulation. Les especes les plus couramment employées, Eisenia fetida ou Eisenia andrei (vers de

terre) ou encore Enchytraeus albidus, Enchytraeus crypticus ou Enchytraeus luxuriosus (enchytrées), sont
décrites a I’annexe 5.
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Appareillage

19. Il convient d’éviter avec soin d’utiliser pour I’appareillage des matériaux susceptibles de
dissoudre ou d’adsorber la substance d’essai ou de laisser s’échapper des substances ayant un effet délétére
sur les animaux d’essai. Il est possible d’utiliser des récipients rectangulaires ou cylindriques standard,
faits dans un matériau chimiguement inerte et d’une capacité adaptée, conforme au taux de charge, c’est-a-
dire au nombre de vers d’essai. De I’acier inoxydable, du plastique ou du verre peut étre utilisé pour tout
équipement entrant en contact avec le milieu d’essai. Les récipients d’essai devront étre fermés de maniére
appropriée, pour éviter que les vers ne s’échappent, tout en assurant un apport d’air suffisant. Du verre
silanisé peut s’avérer nécessaire pour des substances de coefficient d’adsorption élevé comme les
pyréthroides synthétiques. Dans ces cas de figure, I’équipement devra étre jeté aprés usage (48). Il
conviendra d’éviter I’évaporation des substances radiomarquées et des substances chimiques volatiles. On
utilisera des pieges (par exemple des flacons de lavage des gaz) contenant un absorbant permettant de
capter d’éventuels résidus susceptibles de s’évaporer des récipients d’essai.

Sol

20. Il convient que le sol d’essai soit étre d’une qualité permettant la survie et de préférence la
reproduction des organismes d’essai durant les périodes d’acclimatation et d’essai, sans qu’ils ne
présentent un aspect ou un comportement anormal. Les vers devront pouvoir s’enfouir dans le sol.

21. Il est recommandé d’utiliser comme substrat lors des essais le sol artificiel décrit dans la Ligne
directrice n° 207 de I’OCDE (47). La préparation du sol artificiel en vue d’essais sur la bioaccumulation
est décrite a I’annexe 4, ou figurent également des recommandations relatives au stockage de ce sol
artificiel. Tout sol artificiel séché a I’air peut étre stocké a température ambiante jusqu’a son utilisation.

22, Toutefois, il est possible d’utiliser des sols naturels provenant de sites non pollués comme sol
d’essai et/ou d’élevage. Les sols naturels sont caractérisés au moins par leur origine (site de prélévement),
leur pH, leur teneur en carbone organique, leur distribution granulométrique (pourcentage de sable, de
limon et d’argile), leur capacité maximale de rétention d’eau (CRE4), €t leur teneur en eau (3). La
recherche de micropolluants dans le sol ou dans ses constituants, préalablement a son utilisation, devrait
fournir des informations utiles. En cas d’utilisation d’un sol naturel prélevé sur des terres agricoles, il
convient que ce dernier n’ait pas été traité avec des produits phytopharmaceutiques ou n’ait pas fait I’objet
d’un épandage de fumier d’animaux traités pendant au moins un an avant I’échantillonnage, ou d’un
épandage d’engrais organiques pendant au moins six mois avant I’échantillonnage (49). Les procédures de
manipulation des sols naturels avant utilisation dans le cadre d’essais écotoxicologiques sur des oligochetes
en laboratoire sont décrites dans le document de I’ASTM (3). La durée de stockage des sols naturels au
laboratoire est aussi courte que possible.

Application de la substance d’essai

23. La substance d’essai est incorporée dans le sol. Il convient de prendre en compte les propriétés
physico-chimiques de cette substance. Une substance d’essai soluble dans I’eau est entierement dissoute
dans I’eau avant d’étre mélangée au sol. La procédure de chargement recommandée pour les substances
d’essai peu solubles dans I’eau consiste a enrober un ou plusieurs des constituants du sol (artificiel) avec la
substance d’essai. Par exemple, le sable de quartz, ou une portion de celui-ci, peut étre trempé dans une
solution de la substance d’essai dans un solvant organique adapté, lequel est ensuite lentement évaporé
jusgu’a dessiccation. La fraction enrobée peut ensuite étre mélangée avec le sol mouillé. Cette procédure a
pour principal avantage de n’introduire aucun solvant dans le sol. En cas d’utilisation d’un sol naturel, la
substance d’essai peut étre ajoutée soit par chargement d’une portion du sol séchée a I’air comme décrit
précédemment pour le sol artificiel, soit par mélange avec le sol mouillé, puis évaporation si un agent de
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solubilisation est utilisé. En régle générale, il conviendra d’éviter autant que possible tout contact du sol
mouillé avec les solvants. Les éléments suivants sont a prendre en considération (3):

e Si un solvant autre que I’eau est utilisé, il convient qu’il soit miscible a I’eau et/ou puisse étre
éliminé (par évaporation notamment) pour ne laisser que la substance chimique d’essai sur le
sol ;

e Si un témoin solvant est utilisé, aucun témoin négatif n’est nécessaire. Le témoin solvant
présentera la plus forte concentration de solvant ajouté au sol et le solvant en question sera issu
du méme lot que celui utilisé pour la solution mere. La toxicité et la volatilité du solvant ainsi que
la solubilité de la substance d’essai dans le solvant sélectionné constituent les principaux critéres
de choix pour I’agent de solubilisation.

24. Pour les substances peu solubles dans I’eau et les solvants organiques, 2.0 a 2.5 g de sable
quartzique finement broyé par récipient d’essai peuvent étre mélangés, au moyen d’un mortier et d’un
pilon par exemple, a la quantité nécessaire de la substance d’essai pour obtenir la concentration
expérimentale voulue. Ce mélange de sable quartzique et de la substance d’essai est ajouté au sol
préhumidifié, auquel il est mélangé complétement apreés I’ajout de la quantité nécessaire d’eau désionisée
pour atteindre I’humidité requise. Le mélange final est réparti entre les récipients d’essai. On répéte la
procédure pour chaque concentration expérimentale et on prépare un témoin approprié de 2.0 a 2.5 g de
sable quartzique finement broyé par récipient d’essai.

25. La concentration de la substance d’essai dans le sol est déterminée aprés chargement. La
répartition homogeéne de la substance d’essai dans le sol est contrélée avant I’introduction des organismes
d’essai. La méthode de chargement choisie et les raisons de ce choix sont notées (23).

26. Idéalement, il convient d’établir un équilibre entre le sol et I’eau interstitielle avant I’ajout des
organismes ; une période de quatre jours a 20 °C est recommandée. Pour un grand nombre de substances
chimiques organiques faiblement solubles dans I’eau, le laps de temps nécessaire pour qu’un véritable
équilibre soit atteint entre les parties adsorbées et dissoutes peut s’étendre sur plusieurs jours ou plusieurs
mois. Selon I’objectif de I’étude, par exemple lorsqu’il s’agit de simuler des conditions environnementales,
il peut étre nécessaire de « vieillir » plus longtemps le sol chargé (trois semaines a 20 °C pour les métaux
notamment (21)).

Elevage des organismes d’essai

217. Il est préférable de conserver les vers en élevage de laboratoire permanent. Des conseils sur les
méthodes d’élevage en laboratoire concernant Eisenia fetida et Eisenia andrei, et les espéces enchytrées
figurent a I’annexe 5 (voir aussi (47) (50) et (51)).

28. Il convient que les vers utilisés dans les essais ne présentent pas de maladies, anomalies ou
parasites observables.

DEROULEMENT DE L’ESSAI
29. Les organismes d’essai sont exposés a la substance d’essai durant la phase d’absorption. La phase
d’absorption dure 14 jours (enchytrées) ou 21 jours (vers de terre) sauf s’il est prouvé que I’état

stationnaire a été atteint.

30. Pour la phase d’élimination, les vers sont transférés sur un sol dépourvu de la substance d’essai.
Le premier échantillon est prélevé de 4 a 24 h apres le début de la phase d’élimination. L’annexe 3 donne
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des exemples de programme d’échantillonnage pour une phase d’absorption de 21 jours et une phase
d’élimination de 21 jours.

Organismes d’essai

31. Chez de nombreuses espéces d’oligochetes terrestres, le poids individuel est tres faible (5 a
10 mg de poids humide par individu pour Enchytraeus albidus et moins pour Enchytraeus crypticus ou
Enchytraeus luxuriosus); la pesée et I’analyse chimique peuvent nécessiter de réunir les vers des récipients
de réplicats (tous les vers d’un récipient de réplicat sont utilisés afin d’obtenir un seul résultat pour les
tissus analyses). Vingt enchytrées sont ajoutés a chaque réplicat, et au moins trois réplicats sont utilisés. Si
la limite de détection analytique de la substance d’essai est élevée, il peut étre nécessaire d’utiliser un plus
grand nombre de vers. Pour les espéces d’essai de poids individuel supérieur (Eisenia fetida et Eisenia
andrei), il est possible de recourir a des récipients de réplicats contenant un seul individu.

32. Il convient que les vers de terre utilisés lors d’un essai soient de poids similaire (Eisenia fetida et
Eisenia andrei ont par exemple un poids individuel de 250 a 600 mg). Les enchytrées (Enchytraeus albidus
notamment) mesurent environ 1 cm de long. Tous les vers utilisés pour un méme essai proviennent de la
méme source et sont adultes (avec un clitellum) (annexe 5). Le poids et I’age d’un animal pouvant influer
sur les valeurs de FBA (par exemple, du fait d’une teneur en lipides variable et/ou de la présence d’ceufs),
ces parameétres sont consignés avec précision, et pris en compte dans I’interprétation des résultats. De plus,
des cocons sont susceptibles d’apparaitre pendant la période d’exposition, ce qui a également des
répercussions sur les valeurs de FBA. 1l est recommandé de peser un sous-échantillon des vers avant I’essai
afin d’estimer les poids humides et secs moyens.

33. Un rapport sol/vers élevé est utilisé afin de minimiser la baisse de la concentration de la
substance d’essai dans le sol durant la phase d’absorption. Il est recommandé que ce rapport s’éléve au
minimum, pour Eisenia fetida et Eisenia andrei, a 50 g de poids sec de sol par ver et, pour les enchytrées, a
10-20 g de poids sec de sol par récipient d’essai. La couche de sol contenu dans les récipients a une
épaisseur de 2 a 3 cm (enchytrées) ou de 4 a 5 cm (vers de terre).

34. Les vers utilisés lors d’un essai sont extraits du milieu d’élevage (les enchytrées par exemple a
I’aide de pinces de joaillier). Les animaux adultes sont transférés pour acclimatation sur un sol d’essai non
traité, puis nourris (voir le paragraphe 36). Si les conditions d’essai different des conditions d’élevage, une
phase d’acclimatation de 24 a 72 h devrait suffire a I’adaptation des vers aux conditions d’essai. Une fois
acclimatés, les vers de terre sont transférés dans des récipients en verre (des boites de Petri par exemple)
contenant une eau propre pour y étre rincés, puis ils sont pesés avant d’étre déposés sur le sol d’essai.
Avant la pesée, tout excés d’eau est enlevé en tapotant délicatement les vers contre le bord du récipient ou
en les séchant précautionneusement a I’aide d’une serviette en papier légérement humidifiée.

35. Le comportement d’enfouissement des organismes d’essai est observé et consigné. Dans les
essais menés avec des vers de terre, les animaux (témoins et traités) s’enfouissent dans le sol normalement
en quelques heures; ceci est vérifié 24 h maximum aprés I’ajout des vers dans le récipient d’essai. Si ce
n’est pas le cas (par exemple, plus de 10 % ne s’enfouissent pas pendant plus de la moitié de la phase
d’absorption), soit les conditions d’essai ne sont pas appropriées, soit les organismes d’essai ne sont pas en
bonne santé. Il conviendra alors d’arréter I’essai et de le répéter. Les enchytrées vivant essentiellement
dans les pores interstitiels du sol, il arrive souvent que leur tégument soit seulement partiellement en
contact avec le substrat environnant. On suppose que I’exposition des enchytrées enfouis et non enfouis est
équivalente, et le non-enfouissement des enchytrées n’exige pas nécessairement de répéter I’essai.
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Alimentation

36. L’alimentation des organismes d’essai est envisagée si le sol utilisé présente une faible teneur en
carbone organique total. Avec un sol artificiel, il est recommandé d’alimenter les vers suivant une
fréquence hebdomadaire (une fois par semaine) a raison de 7 mg de fumier séché par gramme de masse
séche du sol pour les vers de terre, et de 2 a 2.5 mg de flocons d’avoine moulue par gramme de masse séche
du sol pour les enchytrées (11). La premiére ration est mélangée au sol immediatement avant I’ajout des
organismes d’essai. Il convient d’employer, de préférence, le méme type d’alimentation que pour I’élevage
(annexe 5).

Régime d’éclairage et température

37. Les essais sont menés suivant un cycle contrdlé de 16/8 heures de lumiére/obscurité, avec une
intensité lumineuse comprise de préférence entre 400 et 800 Ix au niveau des récipients d’essai (3). La
température est maintenue a 20 £ 2 °C tout au long de I’essai.

Concentrations d’essai

38. Une seule concentration est utilisée. Les cas ou une ou plusieurs concentrations seraient requises
font I’objet d’une justification. Si la toxicité (EC,) de la substance d’essai est voisine de la limite de
détection analytique, on recommande I’utilisation d’une substance d’essai radiomarquée, de radioactivité
specifique élevée. Pour les métaux, la concentration devra étre supérieure a la concentration de fond dans
les tissus et le sol.

Réplicats

39. Concernant les mesures de cinétique (phase d’absorption et d’élimination), le nombre minimum
de récipients de réplicats traités devra étre de trois par point d’échantillonnage. Le nombre total de réplicats
préparés suffira a couvrir tous les temps de prélévement prévus au cours des phases d’absorption et
d’élimination.

40. Pour les observations et les mesures biologiques (rapport poids sec/poids humide, teneur en
lipides) et pour I’analyse des concentrations de fond dans les vers et le sol, au moins 12 récipients de
réplicats d’un témoin négatif (quatre échantillons prélevés au démarrage, quatre a la fin de la phase
d’absorption et quatre & la fin de la phase d’élimination) sont fournis, si aucun solvant autre que I’eau n’a
été utilisé. Si un agent de solubilisation est utilisé pour I’application de la substance d’essai, il convient de
prévoir, en plus des réplicats traités, des témoins solvant (quatre récipients de réplicats devront faire I’objet
d’un prélevement au démarrage, quatre a la fin de la phase d’absorption et quatre a la fin de la phase
d’élimination) contenant tous les constituants, a I’exception de la substance d’essai. Dans ce cas, quatre
récipients supplémentaires de réplicats d’un témoin négatif (sans solvant) pourront également étre fournis
pour procéder a un nouvel échantillonnage a la fin de la phase d’absorption. Ces réplicats pourront étre
comparés biologiquement avec le témoin solvant afin d’obtenir des informations sur une éventuelle
influence du solvant sur les organismes d’essai. Il est recommandé de prévoir un nombre suffisant de
récipients supplémentaires de réplicats de réserve (huit, par exemple) pour les vers traités et les vers
témoins.

Fréquence des mesures de la qualité du sol
41. Le pH et le taux d’humidité du sol sont mesurés au début et a la fin des phases d’absorption et

d’élimination. La température de la chambre d’essai est relevée en continu. Il convient de contréler
I’humidité du sol une fois par semaine en pesant les récipients d’essai et en comparant leur poids au
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moment des contrbles avec leur poids en début d’essai. Les pertes d”humidité sont compensées par I’ajout
d’eau desionisee.

Echantillonnage et analyse des vers et du sol

42. L annexe 3 donne un exemple de programme d’échantillonnage pour les phases d’absorption et
d’élimination des essais de bioaccumulation sur les vers de terre et les enchytrées.

43. Un échantillon du sol est prélevé dans les récipients d’essai pour déterminer la concentration de
la substance d’essai avant I’introduction des vers, puis durant les phases d’absorption et d’élimination.
Pendant I’essai, les concentrations de la substance d’essai sont déterminées dans les vers et dans le sol. En
regle générale, on mesure les concentrations totales dans le sol. On peut également mesurer les
concentrations dans I’eau interstitielle; dans ce cas, il convient de justifier ce choix et de décrire les
méthodes appropriées prévues avant le début de I’étude, puis de consigner ces informations dans le rapport.

44, Les vers et le sol sont échantillonnés au moins a six reprises durant les phases d’absorption et
d’élimination. Si la stabilité d’une substance d’essai est démontrée, le nombre d’analyses du sol peut étre
réduit. Il est recommandé d’analyser au moins trois réplicats au début et a la fin de la phase d’absorption.
Si la concentration mesurée dans le sol a la fin de la phase d’absorption s’écarte de la concentration initiale
de plus de 30%, les échantillons de sol préleves a d’autres dates sont également analyses.

45, Enlever du sol les vers d’un réplicat donné a chaque temps de prélévement (par exemple, aprés
avoir étalé le sol du réplicat sur un plateau peu profond et prélevé les vers a I’aide d’une pince de joaillier),
les rincer rapidement a I’eau dans un récipient peu profond en verre ou en acier. Enlever I’eau en exces
(voir le paragraphe 34). Transférer délicatement les vers dans un récipient préalablement taré, et les peser
immédiatement, en incluant le contenu de I’intestin.

46. Les vers de terre (Eisenia sp.) doivent pouvoir purger leur intestin pendant la nuit, par exemple
sur un papier filtre humide dans une boite de Petri fermée (voir paragraphe 34). Apres la purge, il convient
de déterminer le poids des vers afin d’évaluer la perte éventuelle de biomasse pendant I’essai (voir les
critéres de validité au paragraphe 17). La pesée et I’analyse des tissus des enchytrées sont effectuées sans
purge, ceci étant techniquement difficile en raison de la petite taille de ces vers. Une fois le poids final
déterminé, les vers sont tués immeédiatement, en utilisant la méthode la plus appropriée (par exemple avec
de I’azote liquide, ou en congelant les vers a une température inférieure a -18 °C).

47. Durant la phase d’élimination, les vers remplacent le contenu contaminé de leur intestin par des
éléments du sol propre. Autrement dit, les mesures réalisées sur un échantillon de vers qui ne se sont pas
purgés (les enchytrées en I’occurrence) immédiatement avant la phase d’élimination incluent le sol
contaminé présent dans I’intestin. S’agissant des oligochétes aquatiques, on suppose qu’apres les 4 a 24 h
initiales de la phase d’élimination, I’essentiel du contenu intestinal contaminé a été remplacé par du
sédiment propre (voir notamment (44)). Des observations similaires ont été rapportées pour les vers de
terre lors d’études sur I’accumulation de cadmium et de zinc radiomarqués (78). Chez les enchytrées ne
s’étant pas purgés, la concentration de ce premier échantillon de la phase d’élimination peut étre
considérée comme la concentration dans les tissus apres la purge de I’intestin. Pour tenir compte de la
dilution de la concentration de la substance d’essai par du sol non contaminé durant la phase d’élimination,
il est possible d’estimer le poids du contenu de I’intestin & partir des rapports poids des vers humides/poids
des cendres de vers ou poids des vers secs/poids des cendres de vers.

48. Il est préférable d’analyser les échantillons de sol et de vers immédiatement aprés extraction

(c’est-a-dire dans les 1 a 2 jours suivants) afin d’éviter des dégradations ou d’autres pertes, et il est
recommandé de calculer les vitesses approximatives d’absorption et d’élimination pendant le déroulement
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de I’essai. Si I’analyse est retardée, les échantillons devront étre stockés suivant une méthode appropriée,
par exemple, en procédant a leur congélation (<-18 °C).

49. Il conviendra de Vérifier que la précision et la reproductibilité de I’analyse chimique, ainsi que la
récupération de la substance d’essai dans les échantillons de sol et de vers sont satisfaisantes pour la
méthode donnée; I’efficacité d’extraction, la limite de détection et la limite de quantification devront étre
consignées. De méme, il faudra s’assurer que la substance d’essai n’est pas détectable dans les récipients
témoins a des concentrations supérieures a la concentration de fond. Si la concentration de la substance
d’essai dans I’organisme d’essai C, est>0 pour les vers témoins, il faudra I’inclure au calcul des
parametres cinétiques (annexe 2). Pendant toute la durée de I’essai, tous les échantillons sont manipulés de
facon & réduire au minimum les contaminations et les pertes (résultant, par exemple, de I’adsorption de la
substance d’essai sur le dispositif d’échantillonnage).

50. En cas d’utilisation de substances radiomarquées, il est possible d’analyser le produit parent et les
métabolites. Une quantification du composé parent et des métabolites a I’état stationnaire ou a la fin de la
phase d’absorption fournit des informations importantes. Les échantillons sont alors nettoyés de facon a
pouvoir quantifier séparément le composé parent. Si des métabolites simples excédent 10 % de la
radioactivité totale du ou des échantillons analysés, I’identification de ces métabolites est recommandée.

51. La récupération globale et la récupération de la substance d’essai dans les vers, le sol, et le cas
échéant, dans les piéges contenant des absorbants permettant de retenir la substance d’essai évaporée, sont
consignées et rapportées.

52. Le regroupement d’individus échantillonnés a partir d’un récipient d’essai donné est acceptable
pour les enchytrées, plus petits que les vers de terre. Si ce regroupement implique de réduire le nombre de
réplicats, cela restreint les procédures statistiques pouvant s’appliquer aux données. Si une procédure et
une puissance statistiques spécifiques sont requises, alors I’essai comprend un nombre adéquat de
récipients de réplicats, adapté aux quantités, a la procédure et a la puissance voulues.

53. Il est recommandé d’exprimer le FBA a la fois comme une fonction du poids sec total et, si
nécessaire (& savoir pour des substances fortement hydrophobes), comme une fonction de la teneur en
lipides. La teneur en lipides est déterminée par des méthodes appropriées (certaines méthodes existantes,
voir par exemple (29) ou (58), ont besoin d’étre adaptées a cette fin). Ces méthodes s’appuient sur une
technique d’extraction au chloroforme/méthanol. Toutefois, afin d’éviter I’utilisation de solvants chlorés, il
convient d’utiliser une version modifiée de la méthode de Bligh et Dyer (9) qui est décrite dans (16).
Comme les diverses méthodes ne conduisent pas forcément a des valeurs identiques, il est important de
détailler la méthode employée. Lorsque cela est possible, c’est-a-dire si on dispose de suffisamment de
tissu de vers, la teneur en lipides est, idéalement, analysée a partir du méme échantillon ou extrait que la
substance d’essai, I’extrait devant souvent étre débarrassé de ses lipides avant d’étre analysé par
chromatographie (48). Une autre possibilité consiste a mesurer la teneur en lipides sur des animaux
témoins et a utiliser la valeur obtenue pour normaliser les valeurs de FBA. Cette derniere approche réduit
la contamination de I’équipement par la substance d’essai.

RESULTATS ET RAPPORT

Traitement des résultats

54. On obtient la courbe d’absorption de la substance d’essai en portant la concentration de la
substance d’essai dans/sur les vers durant la phase d’absorption en fonction du temps, en échelle

arithmétique. Lorsque la courbe atteint un plateau ou état stationnaire (voir les définitions a I’annexe 1), le
facteur de bioaccumulation a I’état stationnaire (FBA) est calculé a I’aide de la formule suivante:
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C, a I’état stationnaire ou a la fin de la phase d’absorption (moyenne)

C, a I’état stationnaire ou & la fin de la phase d’absorption (moyenne)

ou
C, représente la concentration de la substance d’essai dans I’organisme d’essai, et
C; la concentration de la substance d’essai dans le sol.

55. Si la courbe n’atteint pas de plateau, le FBA,, fondé sur les constantes de vitesse, devra étre
déterminé a la place du BAFss comme suit :

e  Déterminer le facteur d’accumulation (FBAx) comme le rapport de k/ke.

o Les vitesses d’absorption et d’élimination sont calculées de préférence simultanément (voir
I’équation 11 a I’annexe 2).

o La constante de vitesse d’élimination (k.) est généralement déterminée a partir de la courbe
d’élimination (c’est-a-dire du tracé de la concentration de la substance d’essai dans les vers
durant la phase d’élimination). La constante de vitesse d’absorption ks est ensuite calculée en
fonction de k. et d’une valeur de C, qui est dérivée de la courbe d’absorption — voir la description
de ces méthodes a I’annexe 2. La méthode préférée pour I’obtention du FBAk et des constantes
de vitesse, ks et ke, consiste a utiliser des méthodes informatisées non linéaires d’estimation des
paramétres. Si la courbe d’élimination n’obéit manifestement pas a une cinétique du premier
ordre, des modéles plus complexes devront alors étre utilisés.

Rapport d’essai
56. Le rapport d’essai comporte les informations suivantes:

Substance d’essai :

toute information disponible sur la toxicité aigué ou a long terme (par exemple CE,, CL, CSEO) de la
substance d’essai vis-a-vis des oligochetes fouisseurs;

pureté, état physique et propriétés physico-chimiques, par exemple log Koy, solubilité dans I’eau;

données d’identification de la substance; provenance de la substance d’essai, identité et concentration
des solvants éventuellement utilisés;

en cas d’utilisation d’une substance d’essai radiomarquée, position précise des atomes marqués,
radioactivité spéecifique et pureté radiochimique;

Espéces d’essai:
— nom scientifique, souche, source, traitement préalable éventuel, acclimatation, age, taille, etc.;

Conditions d’essai:

— procédure d’essai utilisée;
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— type et caractéristiques de I’éclairage utilisé et photopériode(s);

— protocole d’essai (par exemple, nombre et dimension des récipients d’essai, masse du sol et épaisseur
de la couche de sol, nombre de réplicats, nombre de vers par réplicat, nombre de concentrations
d’essai, durée des phases d’absorption et d’élimination, fréquence d’échantillonnage);

— justification du matériau choisi pour les récipients d’essai;

— méthode de préparation et d’application de la substance d’essai, ainsi que raisons du choix de la
meéthode;

— concentrations d’essai nominales, moyennes et écarts-types des valeurs mesurées dans les récipients
d’essai, et méthode d’obtention de ces valeurs;

— source des constituants du sol artificiel ou — si un milieu naturel est utilisé — origine du sol, description
d’un éventuel traitement préalable, résultats des contrdles (survie, augmentation de la biomasse,
reproduction), caractéristiques du sol [pH, teneur totale en carbone organique, distribution
granulométrique (pourcentage de sable, de limon et d’argile), capacité maximale de rétention d’eau
(CREax), teneur en eau au début et a la fin de I’essai, et toutes autres mesures réalisées];

— informations détaillées sur le traitement des échantillons de sol et de vers, y compris les détails
concernant la préparation, le stockage, les procédures de chargement en substance d’essai, I’extraction
et les procédures analytiques (et leur précision) pour la substance d’essai dans les vers et le sol, la
teneur en lipides (si mesurée), et les méthodes de récupération de la substance d’essai.

Résultats:

— mortalité des vers témoins et des vers dans chaque récipient d’essai et éventuel comportement anormal
observé (par exemple, évitement du sol, absence de reproduction lors d’un essai de bioaccumulation
chez les enchytrées);

— rapport poids sec/poids humide du sol et des organismes d’essai (utiles pour la normalisation);

— poids humides des vers a chaque temps de prélevement; pour les vers de terre, poids humides au début
de I’essai, et a chaque temps de prélévement avant et apres la purge de I’intestin;

— teneur en lipides des organismes d’essai (i déterminée);

— courbes montrant les constantes cinétiques d’absorption et d’élimination de la substance d’essai chez
les vers, et la durée pour atteindre I’état stationnaire;

— C, et C (avec écart-type et fourchette, si nécessaire) pour tous les temps de prélevement (C, exprimé
en g.kg™ de poids humide et sec du corps entier, Cs exprimé en g.kg™ du poids humide et sec). Si un
facteur d’accumulation biote-sol (BSAF, voir la définition a I’annexe 1) est nécessaire (par exemple,
pour une comparaison des résultats entre deux essais ou plus réalisés avec des animaux de teneurs en
lipides différentes), C, est en plus étre exprimé en g.kg™ de teneur en lipides de I’organisme et C; est
exprimé en g.kg™ de carbone organique (CO) du sol;
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— FBA (exprimé en kg de sol kg™ de ver), constante de vitesse d’absorption du sol k; (exprimée en g de
sol kg™ de vers j%), et constante de vitesse d’élimination k. (exprimée en j); éventuellement, BSAF
(exprimé en kg de CO du sol kg™ de teneur en lipides des vers);

— le cas échéant: pourcentages de composé parent, de métabolites et de résidus liés (c’est-a-dire le
pourcentage de substance d’essai ne pouvant étre extraite par les méthodes d’extraction courantes)
détectés dans le sol et les animaux d’essai;

— méthodes utilisées pour les analyses statistiques des données.

Evaluation des résultats:

— conformité des résultats avec les critéres de validité tels qu’énoncés au paragraphe 17;

— résultats inattendus ou inhabituels, par exemple élimination incompléte de la substance d’essai des
animaux d’essai.
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ANNEXE 1

DEFINITIONS ET UNITES

La bioaccumulation est I’augmentation de concentration de la substance d’essai dans ou sur un organisme,
par rapport & la concentration de la substance d’essai dans le milieu environnant. La bioaccumulation est le
résultat combiné des processus de bioconcentration et de bioamplification (voir ci-dessous).

La bioconcentration est I’augmentation de concentration de la substance d’essai dans ou sur un organisme,
résultant de I’absorption de la substance exclusivement depuis le milieu environnant (a savoir via la surface
du corps et le sol ingéré), par rapport a la concentration de la substance d’essai dans le milieu environnant.

La bioamplification est I’augmentation de concentration de la substance d’essai dans ou sur un organisme,
résultant principalement de I’absorption d’aliments ou de proies contaminés, par rapport a la concentration
de la substance d’essai dans I’alimentation ou la proie. La bioamplification peut conduire a un transfert ou
a une accumulation de la substance d’essai dans les réseaux trophiques.

L’élimination d’une substance est la perte de cette substance par les tissus de I’organisme d’essai selon des
processus actifs ou passifs survenant indépendamment de la présence ou de I’absence de la substance
d’essai dans le milieu environnant.

Le facteur de bioaccumulation (FBA) a n’importe quel instant de la phase d’absorption de I’essai de
bioaccumulation, est la concentration de la substance d’essai dans ou sur I’organisme d’essai (C, en g.kg™
de poids humide ou sec de ver) divisée par la concentration de la substance dans le milieu environnant (Cs
en g.kg™ de poids de sol humide ou sec). Le FBA est exprimé en kg de sol kg™ de ver.

Le facteur de bioaccumulation a I’état stationnaire (FBAss), qui est le FBA a I’état stationnaire, ne varie pas
de facon significative pendant une longue période, la concentration de la substance d’essai dans le milieu
environnant (C, en g kg™* de poids de sol sec) étant constante pendant cette période.

Les facteurs de bioaccumulation calculés directement a partir du rapport de la constante de vitesse
d’absorption du sol divisée par la constante de vitesse d’élimination (k; et ke, voir ci-dessous), sont appelés
facteurs de bioaccumulation cinétiques (FBA).

Le facteur d’accumulation biote-sol (BSAF) est la concentration de la substance d’essai normalisée par
rapport aux lipides dans/sur I’organisme d’essai, divisée par la concentration de la substance d’essai
normalisée par rapport au carbone organique, dans le sol a I’état stationnaire. C, est alors exprimée en
g.kg™ de teneur en lipides de I’organisme, et C, en g.kg™ de teneur en carbone organique du sol ; le BSAF
est exprimé en kg de CO kg™ de lipides.

Un plateau ou état stationnaire est défini comme I’équilibre entre les processus d’absorption et
d’élimination survenant simultanément durant la phase d’exposition. L’état stationnaire est atteint, dans le
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tracé du FBA en fonction du temps, lorsque la courbe devient paralléle a I’axe des temps et que trois
analyses successives de FBA realisées sur des échantillons pris a intervalles d’au moins deux jours ne
différent pas de plus de 20 % les uns des autres et qu’il n’y a pas de différence statistique significative
entre les trois périodes d’échantillonnage. Pour les substances d’essai absorbées lentement, des intervalles
plus appropriés seraient de sept jours (48).

Le coefficient de partage carbone organique-eau (K,) est le rapport de la concentration d’une substance
dans/sur la fraction de carbone organique d’un sol et de la concentration de substance dans I’eau a
I’équilibre.

Le coefficient de partage octanol-eau (K,y,) est le rapport des solubilités de la substance dans le n-octanol
et dans I’eau a I’équilibre ; il est parfois exprimé par P,,. Le logarithme de K, (log K,y) est utilisé comme
indicateur du potentiel de bioaccumulation de la substance par les organismes aquatiques.

La phase d’absorption ou d’exposition est la durée pendant laquelle les organismes d’essai sont exposés a
la substance d’essai.

La constante de vitesse d’absorption du sol (k) est la valeur numérique définissant la vitesse
d’augmentation de la concentration de la substance d’essai dans/sur I’organisme d’essai résultant de
I’absorption de la phase du sol. k, est exprimé en g de sol kg™ de ver j™.

La phase d’élimination est la durée, suite au transfert des organismes d’essai depuis un milieu contaminé
dans un milieu dépourvu de la substance d’essai, durant laquelle est étudiée I’élimination (ou la perte nette)
de la substance par les organismes d’essai.

La constante de vitesse d’élimination (k.) est la valeur numérique définissant la vitesse de réduction de la
concentration de la substance d’essai dans/sur I’organisme d’essai, suite au transfert des organismes d’essai
depuis un milieu contenant I’élément d’essai vers un milieu dépourvu de cette substance. k. est exprimé en
i1

]
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ANNEXE 2

CALCUL DES PARAMETRES D’ABSORPTION ET D’ELIMINATION

Le principal effet observé d’un essai de bioaccumulation est le facteur de bioaccumulation, FBA. Il
est possible de calculer le FBA en divisant la concentration dans I’organisme d’essai, C, par la
concentration dans le sol, Cs, a I’état stationnaire. Si I’état stationnaire n’est pas atteint durant la phase
d’absorption, le FBA est calculé a partir des constantes de vitesse et non du FBAg. Il convient d’indiquer
si le FBA est basé, ou non, sur des concentrations a I’état stationnaire.

La procédure habituelle pour obtenir le facteur de bioaccumulation cinétique (FBA), la constante de
vitesse d’absorption du sol (ks) et la constante de vitesse d’élimination (k) consiste a faire a appel a des
méthodes informatisées non linéaires d’estimation des parametres, par exemple & partir des modeles décrits
dans (68). D’aprés un ensemble de valeurs séquentielles de la concentration en fonction du temps et les
équations de modeles

K
Ca= - * Cy(1-e-Kely O<t<t, [équation 1]
Ke
ou
Ks
Ca= - *CyeKeltte) - gKel)y >, [équation 2]
Ke
ou C. = concentration de la substance dans les vers [g.kg™ de poids humide ou sec]

ks = constante de vitesse d’absorption dans les tissus [g de sol kg™ de ver j*]
C, = concentration de la substance dans le sol [g.kg™ de poids humide ou sec]
ke = constante de vitesse d’élimination [j*]

t. = temps a la fin de la phase d’absorption,

ces programmes informatiques calculent les valeurs de FBA, k; et ke.

Lorsque la concentration de fond dans les vers non exposés, par exemple au jour 0, différe sensiblement de
zéro (cela peut étre le cas pour les métaux notamment), cette concentration (C,0) est incluse dans ces
équations comme suit :

K
Ca= Cap+ -—* Ci(l-e7Kel) 0<t<t, [équation 3]
Ke
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et

K
Ca= Cap+ ——-* Cy(eKe(t-tc) - e-Kel) t>1, [équation 4]
Ke

Dans les cas ou I’on observe une forte baisse de la concentration de la substance d’essai dans le sol durant
la phase d’absorption, il est possible de recourir aux modéles suivants (par exemple, (67) et (79):

Cs = Co(eKol) [équation 5]
ol C, = concentration de la substance dans le sol [g.kg™ de poids humide ou sec]

ko = constante de vitesse de dégradation dans le sol [d™]
C, = concentration initiale de la substance dans le sol [g.kg™ de poids humide ou sec]

Ks
O J— *(eKi-ekel)y 0<t<t, [équation 6]
ke - ko
Ks
O — *(eKle - eKetey* gK(t-t) > ¢ [équation 7]
ke - ko

ol C, = concentration de la substance dans les vers [g.kg™ de poids humide ou sec]
ks = constante de vitesse d’absorption dans les tissus [g de sol kg™ de vers j]
ko = constante de vitesse de dégradation dans le sil [j]
ke = constante de vitesse d’élimination [j*]
t. = temps & la fin de la phase d’absorption

Lorsgu’on a atteint un état stationnaire durant la phase d’absorption (c’est-a-dire t = ), il est possible de
réduire I’équation 1

Ks
Ca= - * Cy(1-e7Kel) 0<t<tc [équation 1]
Ke
a:
Ks
Ca = - Cs
Ke
ou
C./Cs = ki/ks = FBAK [équation 8]

Ensuite ks/k.*Cs donne une valeur approchée de la concentration de la substance d’essai dans le tissu du
ver a I’état stationnaire (C, ).
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Le facteur d’accumulation biote-sol (BSAF) peut se calculer comme suit:

fOC
BSAF = FBA«*

fi [équation 9]

ou fo est la fraction de carbone organique dans le sol, et fj, est la fraction de lipides dans le ver, toutes
deux étant déterminées, de préférence, sur des échantillons prélevés de I’essai, et basées respectivement
soit sur le poids sec, soit sur le poids humide.

Il est possible de modéliser les constantes cinétiques d’élimination en utilisant les données issues de la
phase d’élimination et en appliquant I’équation de modéle suivante et une méthode informatisée non
linéaire d’estimation des parametres. Si le tracé des données en fonction du temps indique une
décroissance exponentielle constante de la concentration de la substance d’essai dans les animaux, le
déroulement temporel de I’élimination peut étre décrit par un modéle & un compartiment (équation 9).

Calt) =Cass * e7Ket [équation 10]

Les processus d’élimination semblent parfois se dérouler en deux étapes, montrant une décroissance rapide
de C, au cours des premieres étapes, qui évolue vers une perte plus lente des éléments d’essai dans les
étapes ultérieures de I’élimination (par exemple, (25) (68)). Les deux étapes peuvent étre interprétées en
faisant I’hypothese de I’existence de deux compartiments dans I’organisme, compartiments a partir
desquels la substance d’essai est éliminée a différentes vitesses. Dans ces cas particuliers, il convient
d’étudier la littérature pertinente (par exemple (36) (37) (38) (78)).

A I’aide des équations de modéles ci-dessus, on peut également calculer les parametres cinétiques (ks et k)
en une seule fois, en appliquant un modele de cinétique du premier ordre a toutes les données des phases
d’absorption et d’élimination simultanément. Pour une description d’une méthode pouvant permettre un tel
calcul combiné des constantes de vitesse d’absorption et d’élimination, consulter (39), (70) et (73).

Ks
Ca= | - * Cy(1-eKely*(m=1)

e

Ks
+ { * Cy(eKe(tle) - e-Ketyx(m=2) A
k. [équation 11]

Note : quand les parametres d’absorption et d’élimination sont estimés simultanément & partir des données
combinées d’absorption et d’élimination, « m » tel que mentionné dans I’équation 11 est un descripteur qui
permet au programme informatique d’attribuer les sous-termes de I’équation aux ensembles de données de
la phase correspondante et de faire une évaluation correcte (m = 1 pour la phase d’absorption ; m =2 pour
la phase d’élimination).

Quoi qu’il en soit, ces équations de modéles seront utilisées avec précaution, en particulier lorsque des

modifications de la biodisponibilité de la substance d’essai, ou (bio)dégradation, surviennent durant I’essai
(voir notamment (79)).
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ANNEXE 3

EXEMPLES DE PROGRAMMES D’ECHANTILLONNAGE POUR DES ESSAIS DE
BIOACCUMULATION DANS LE SOL

Essai sur des vers de terre

a) Phase d’absorption avec 8 dates d’échantillonnage pour le calcul des paramétres cinétiques

Jour Activité
-6 Conditionnement du sol préparé durant 48 h
-4 Chargement d’une fraction du sol avec la solution de la substance d’essai; évaporation de

tout solvant; mélange des constituants du sol; répartition du sol dans les récipients d’essai;
équilibration dans les conditions d’essai durant 4 jours (3 semaines pour les sols chargés en
métaux)

-3a-1 Séparation des organismes d’essai du milieu d’élevage pour acclimatation; préparation et
humidification des constituants du sol

0 Mesure de la température et du pH du sol; retrait d’échantillons de sol des récipients traités
et des témoins au solvant pour la détermination de la concentration de la substance d’essai;
ajout d’une ration alimentaire; pesée et distribution aléatoire des vers dans les récipients
d’essai; conservation d’un nombre suffisant de sous-échantillons de vers pour la
détermination des valeurs de fond analytiques, des poids humide et sec, ainsi que de la
teneur en lipides; pesée de tous les récipients d’essai pour le contrdle de I’humidité du sol;
contrble de I’alimentation en air, en cas de systéme en circuit fermé

1 Controle de [I’alimentation en air, consignation du comportement des vers et de la
température; prélevement d’échantillons de sol et de vers pour la détermination de la
concentration de la substance d’essai

2 Comme le 1% jour

3 Contréle de I’alimentation en air, du comportement des vers et de la température

4 Comme le 1% jour

5-6 Comme le 3° jour

7 Comme le 1* jour; ajout d’une ration alimentaire; contrdle de I’humidité du sol en pesant de

nouveau les récipients d’essai et en compensant I’eau évaporée;

8-9 Comme le 3° jour

10 Comme le 1* jour

11-13  Comme le 3% jour

14 Comme le 1* jour; ajout d’une ration alimentaire; contréle de I’humidité du sol en pesant de

nouveau les récipients d’essai et en compensant I’eau évaporée;
15-16  Comme le 3° jour
17 Comme le 1% jour
18-20  Comme le 3°jour
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Comme le 1* jour; mesure de la température et du pH du sol; contrdle de I’humidité du sol
en pesant de nouveau les récipients d’essai; fin de la phase d’absorption; transfert des vers
des réplicats exposés restants vers des récipients contenant du sol propre pour la phase
d’élimination (sans purge de I’intestin); échantillonnage du sol et des vers des témoins au
solvant.

Les activités préalables a I’exposition (phase d’équilibration) sont programmées en tenant
compte des propriétés de la substance d’essai.

Les activités décrites pour le 3° jour sont réalisées quotidiennement (au moins les jours
OuVvreés).
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b) Phase d’élimination
Jour Activité

-6 Préparation et humidification des constituants du sol; conditionnement du sol préparé
durant 48 h

-4 Mélange des constituants du sol; répartition du sol dans les récipients d’essai; incubation
dans les conditions d’essai durant 4 jours

0 (findela Mesure de la température et du pH du sol; pesée et distribution aléatoire des vers dans les

phase d’ab- récipients d’essai; ajout d’une ration alimentaire; transfert des vers des réplicats exposés

sorption) restants vers des récipients contenant du sol propre; prélévement d’échantillons de sol et
de vers apres 4 & 6 h pour la détermination de la concentration de la substance d’essali

1 Contréle de I’alimentation en air, consignation du comportement des vers et de la
température ; prélevement d’échantillons de sol et de vers pour la détermination de la
concentration de la substance d’essai

2 Comme le 1* jour

3 Contréle de I’alimentation en air, du comportement des vers et de la température

4 Comme le 1% jour

5-6 Comme le 3° jour

7 Comme le 1% jour; ajout d’une ration alimentaire; contrle de I’humidité du sol en pesant
de nouveau les récipients d’essai et en compensant I’eau évaporée;

8-9 Comme le 3° jour

10 Comme le 1% jour

11-13 Comme le 3° jour

14 Comme le 1% jour; ajout d’une ration alimentaire; contréle de I’humidité du sol en pesant
de nouveau les récipients d’essai et en compensant I’eau évaporée;

15-16 Comme le 3° jour

17 Comme le 1% jour

18 - 20 Comme le 3° jour

21 Comme le 1% jour; mesure de la température et du pH du sol; controle de I’humidité du sol

en pesant de nouveau les récipients d’essai; échantillonnage du sol et des vers des témoins
au solvant.

La préparation du sol avant le début de la phase d’élimination intervient de la méme
maniere qu’avant la phase d’absorption.

Les activités décrites pour le 3° jour sont réalisées quotidiennement (au moins les jours
ouVvrés).
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Essai sur des enchytrées

a) Phase d’absorption avec 8 dates d’échantillonnage pour le calcul des paramétres cinétiques

Jour Activité
-6 Conditionnement du sol préparé durant 48 h
-4 Chargement d’une fraction du sol avec la solution de la substance d’essai; évaporation de

tout solvant; mélange des constituants du sol; répartition du sol dans les récipients d’essai;
équilibration dans les conditions d’essai durant 4 jours (3 semaines pour les sols chargés

en métaux)

-3a-1 Séparation des organismes d’essai du milieu d’élevage pour acclimatation; préparation et
humidification des constituants du sol

0 Mesure de la température et du pH du sol; retrait d’échantillons de sol des récipients

traités et des témoins au solvant pour la détermination de la concentration de la substance
d’essai; ajout d’une ration alimentaire dans le sol; pesée et distribution aléatoire des vers
dans les récipients d’essai; conservation de suffisamment de sous-échantillons de vers
pour la détermination des valeurs de fond analytiques, du poids sec et humide et de la
teneur en lipides; pesée de tous les récipients d’essai pour le contrdle de I’humidité du sol,
contrdle de I’alimentation en air, en cas de systeme en circuit fermé

1 Contréle de I’alimentation en air, consignation du comportement des vers et de la
température; prélévement d’échantillons de sol et de vers pour la détermination de la
concentration de la substance d’essai

2 Comme le 1* jour

3 Contrble de I’alimentation en air, du comportement des vers et de la température

4 Comme le 1% jour

5

7

-6 Comme le 3° jour
Comme le 1* jour; ajout d’une ration alimentaire dans le sol; controle de I’humidité du sol
en pesant de nouveau les récipients d’essai et en compensant I’eau évaporée
9 Comme le 1* jour

10 Comme le 3° jour
11 Comme le 1% jour
12-13 Comme le 3° jour
14 Comme le 1* jour; ajout d’une ration alimentaire dans le sol; mesure de la température et

du pH du sol; contrdle de I’lhumidité du sol en pesant de nouveau les récipients d’essai; fin
de la phase d’absorption; transfert des vers des réplicats exposés restants vers des
récipients contenant du sol propre pour la phase d’élimination (sans purge de I’intestin);
échantillonnage du sol et des vers des témoins au solvant.

Les activités préalables a I’exposition (phase d’équilibration) sont programmees en tenant
compte des propriétés de la substance d’essai.

Les activités décrites pour le 3° jour sont réalisées quotidiennement (au moins les jours
ouvreés).
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ANNEXE 4

SOL ARTIFICIEL: RECOMMANDATIONS POUR LA PREPARATION ET LE STOCKAGE

Les sols naturels provenant d’une source particuliere ne sont pas toujours disponibles tout au long de
I’année, et des organismes indigenes ainsi que la présence de micropolluants peuvent influer sur I’essai; il
est donc recommandé d’utiliser un substrat artificiel, le sol artificiel décrit par la Ligne directrice n°® 207 de
I’OCDE (47). Plusieurs especes d’essai peuvent survivre, se développer et se reproduire dans ce sol, et une
normalisation maximum doublée d’une comparabilité intra- et interlaboratoire des conditions d’essai et
d’élevage est proposée.

Constituants

Tourbe 10% Tourbe de sphaigne, conformément a la Ligne directrice n° 207 de
I’OCDE (47)
Sable de quartz 70 %  Sable quartzique industriel (séché a I’air); taille des grains: plus de 50 %

des particules seront dans une fourchette comprise entre 50 et 200 pm,
mais toutes seront <2 mm

Argile kaolinique 20%  Teneur en kaolinite > 30 %

Carbonate de calcium <1% CaCOs, pulvérisé, chimiquement pur

Il est également possible de réduire la teneur en carbone organique du sol artificiel, notamment en
abaissant la teneur en tourbe a 4-5 % de sol sec et en augmentant la teneur en sable en conséquence. Cette
réduction de la teneur en carbone organique est susceptible de diminuer les possibilités d’adsorption de la
substance d’essai sur le sol (carbone organique) et d’augmenter la disponibilité de la substance d’essai pour
les vers (74). 1l a été démontré qu’Enchytraeus albidus et Eisenia fetida peuvent satisfaire aux critéres de
validité concernant la reproduction lorsqu’ils sont testés sur des sols naturels dont la teneur en carbone
organique est inférieure (2.7 %, par exemple) (31) et (61), et on a constaté expérimentalement qu’il pouvait
en aller de méme sur un sol artificiel renfermant 5 % de tourbe.

Préparation

Les constituants secs du sol sont soigneusement mélangés (par exemple, dans un grand mélangeur de
laboratoire). Ce mélange est réalisé environ une semaine avant le début de I’essai. Le mélange sec de
constituants du sol est humidifié avec de I’eau désionisée au moins 48 h avant I’application de la substance
d’essai de maniére a équilibrer/stabiliser I’acidité. Pour déterminer le pH, on utilisera un mélange de sol et
d’une solution de 1 M KCI suivant un rapport de 1:5. Si le pH ne se trouve pas dans la plage requise
(6.0 £ 0.5), soit on ajoute au sol une quantité suffisante de CaCOs, soit on prépare un nouveau lot de sol.

La capacité maximale de rétention d’eau (CRE) du sol artificiel est déterminée conformément a la
norme 1SO 11268-2 (33). Au moins deux jours avant de démarrer I’essai, on humidifie le sol artificiel sec
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en ajoutant suffisamment d’eau désionisée ou reconstituée pour obtenir approximativement la moitié de la
teneur finale en eau. Cette teneur finale en eau devrait représenter 40 % a 60 % de la CRE maximale. Au
début de I’essai, on divise le sol préalablement humidifié en lots d’un nombre égal & celui des
concentrations d’essai et des témoins utilisés pour I’essai, et, en employant la solution de la substance
d’essai et/ou en ajoutant de I’eau désionisée ou reconstituée, on ajuste le taux d’humidité pour qu’il se
trouve entre 40 et 60 % de la CRE.x. Le taux d’humidité est déterminé au début et a la fin de I’essai (a
105 °C). 1l sera optimal pour satisfaire les exigences des especes (le taux d’humidité peut aussi étre
contrélé comme suit: le sol légérement pressé dans la main doit laisser apparaitre de petites gouttes d’eau
entre les doigts).

Stockage

Les constituants secs du sol artificiel peuvent étre stockes a température ambiante jusqu’a leur utilisation.
Le sol préparé, pré-humidifié peut étre stocké dans un endroit frais pendant maximum trois jours avant
d’étre chargé; il convient de veiller a minimiser I’évaporation de I’eau. Un sol chargé avec la substance
d’essai sera utilisé immédiatement, sauf si des informations spécifient qu’il est possible de stocker ce sol
sans affecter la toxicité et la biodisponibilité de la substance d’essai. Des échantillons de sol chargé
peuvent alors étre stockés dans les conditions recommandées pour la substance d’essai donnée jusqu’a
I’analyse.
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ANNEXE 5

ESPECES D’OLIGOCHETES TERRESTRES RECOMMANDEES POUR LES ESSAIS DE
BIOACCUMULATION DANS LE SOL

Vers de terre

L’espéce d’essai recommandée est Eisenia fetida (Savigny, 1826), qui appartient a la famille des
Lumbricidae. Depuis 1972, on la divise en deux sous-especes (Eisenia fetida et Eisenia andrei (10)). Selon
Jaenike (34), il s’agit la de deux espéces a part entiere. Eisenia fetida est facilement reconnaissable a ses
larges bandes jaunes entre les segments alors qu’Eisenia andrei présente une couleur rouge foncé
uniforme. Probablement originaires de la région de la mer Noire, elles sont aujourd’hui présentes partout
dans le monde, surtout dans les habitats modifiés par les activités anthropiques comme les tas de compost.
Toutes deux se prétent a la réalisation d’essais écotoxicologiques et d’essais de bioaccumulation.

Eisenia fetida et Eisenia andrei sont disponibles dans le commerce, notamment comme appat pour la
péche. Par rapport a d’autres vers de terre de la méme famille, ces deux especes ont un cycle de vie court et
atteignent leur maturité en 2 & 3 mois (a température ambiante). Leur température optimale oscille entre 20
et 24 °C. Elles préférent les substrats relativement humides, d’un pH presque neutre et a forte teneur en
matiére organique. Ces espéces étant largement utilisées dans les essais écotoxicologiques normalisés depuis
environ 25 ans, leur élevage est bien établi (47) (77).

Ces deux espéces peuvent étre élevées dans des déjections animales trés diverses. Le milieu d’élevage
recommandé par I’ISO (33) est un mélange 50/50 de crottin de cheval ou de bouse de vache et de tourbe.
Le milieu aura un pH d’environ 6 a 7 (ajusté avec du carbonate de calcium), une faible conductivité
ionique (une concentration de sels inférieure a 0.5 % ou a 6 mS/cm) et ne sera pas trop contaminé par de
I’ammoniac ou des urines animales. 1l est également possible d’utiliser de la terre de jardin, vendue dans le
commerce, qui soit sans additifs, un sol artificiel tel que défini par I’OCDE (47), ou encore un mélange des
deux, a parts égales (50/50). Le substrat sera humide, mais pas mouillé. Des boites d’élevage d’une
capacité de 10 a 50 litres conviennent.

Pour obtenir une population de vers homogéne quant a I’age et a la masse, il vaut mieux commencer
I’élevage avec des cocons. A cet effet, des vers adultes sont ajoutés & une boite d’élevage qui contient du
substrat frais pour produire des cocons. L’expérience a montré qu’une densité démographique d’environ
100 vers adultes par kg de substrat (poids humide) donne de bons taux de reproduction. Apres 28 jours, les
vers adultes sont retirés. Les vers de terre éclos sont utilisés pour les essais une fois adultes, soit 2 mois
plus tard au moins mais pas au-dela de 12 mois.

Les vers des espéces décrites précédemment peuvent étre considérés comme sains s’ils se déplacent

dans le substrat, ne tentent pas de s’en échapper et se reproduisent continuellement. Une extrémité
postérieure qui bouge trés lentement ou qui est jaune (s’agissant d’E. fetida) indique un épuisement du
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substrat. Il est alors recommandé d’utiliser du substrat frais et/ou de réduire le nombre d’animaux par
boite.

Quelques références complémentaires

Gerard, B.M. (1964), Synopsis of the British fauna, No. 6 Lumbricidae, Linnean Soc. Londres, 6, 1-58.
Graff, O. (1953), Die Regenwirmer Deutschlands, Schr. Forsch. Anst. Landwirtsch., 7: 1-81.

Rémbke, J., Egeler, P. et Fill, C. (1997), Literaturstudie Gber Bioakkumulationstests mit Oligochaeten im
terrestrischen Medium, Bericht fiir das UBA F + E 206 03 909, 86 S.

Rundgren, S. (1977), Seasonality of emergence in lumbricids in southern Sweden, Oikos, 28, 49-55.
Satchell, J.E. (1955), Some aspects of earthworm ecology, Soil Zoology (Kevan): 180-201.

Sims, R.W., Gerard, B.M. (1985), A synopsis of the earthworms, Linnean Soc. Londres, 31, 1-171.
Tomlin, A.D. (1984), The earthworm bait market in North America. In: Earthworm Ecology - from Darwin
to vermiculture, Satchell, J.E. (éd. Chapman & Hall, Londres. 331-338 p.

Enchytreées

L’espéce d’essai recommandée est Enchytraeus albidus, Henle 1837 (ver blanc). Enchytraeus albidus
est I’une des plus grosses espéces (jusqu’a 15 mm) de la famille des annélides oligochétes (Enchytraeidae)
et c’est la plus répandue dans le monde (8). Enchytraeus albidus colonise des habitats marins, dulcicoles et
terrestres, constitués la plupart du temps de matiére organique en décomposition (algues, compost), et
fréquente rarement les prairies (40). Le fait qu’il tolére une gamme étendue de conditions écologiques et
certaines variations morphologiques indiquent qu’il pourrait exister différentes races.

Enchytraeus albidus est disponible dans le commerce, plus particulierement sous forme de nourriture
pour les poissons. Il convient de Vérifier si I’élevage est contaminé par d’autres espéces, généralement plus
petites (59). Dans I’affirmative, tous les vers sont lavés a I’eau dans une boite de Petri. De grands
spécimens adultes d’Enchytraeus albidus sont ensuite sélectionnés (a I’aide d’un stéréomicroscope) pour
commencer un nouvel élevage. Tous les autres vers sont éliminés. Le cycle de vie de ces vers est court
puisqu’ils arrivent a maturité entre 33 jours (a 18 °C) et 74 jours (a 12 °C). Seuls les vers ayant été
conservés en laboratoire pendant au moins 5 semaines (une génération) sans probléme devront étre utilisés
pour des essais.

D’autres especes du genre Enchytraeus conviennent également, notamment Enchytraeus luxuriosus.
L’univers de vie de cette espéce est le sol, comme récemment décrit dans (65). Si on utilise d’autres
especes d’Enchytraeus, il faut les identifier clairement et justifier ce choix dans le rapport.

L’espece Enchytraeus crypticus (Westheide et Graefe, 1992) appartient au méme groupe qu’E.
luxuriosus. L’existence d’Enchytraeus crypticus dans la nature n’est pas certaine, cette espéce n’ayant été
décrite que dans les élevages de lombrics et les tas de compost (R6Gmbke, 2003). Par conséquent, on ne
connait pas ses besoins écologiques d’origine. Cependant, des études récemment menées en laboratoire
avec différents sols naturels ont confirmé la grande tolérance de cette espece vis-a-vis de propriétés du sol
telles que le pH et la texture (Jansch et al,. 2005). Ces derniéres années, cette espéce a souvent été utilisée
dans des études écotoxicologiques en raison de sa facilité d’élevage et de mise a I’essai (Kuperman et al.,
2003). Néanmoins, elle est petite (3 — 12 mm ; 7 mm en moyenne) (Westheide et Miller, 1996), ce qui la
rend plus difficile a manipuler qu’Enchytraeus albidus. Si on utilise cette espece et non
Enchytraeus albidus, les récipients d’essai peuvent étre de plus petite taille, mais cela n’est pas nécessaire.
En outre, il convient de considérer que cette espéce se reproduit trés rapidement, son temps de génération
étant inférieur a 20 jours a 20 £ 2 °C (Achazi et al., 1999), voire encore plus court a des températures
supérieures.
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Les Enchytraeidae de I’espéce Enchytraeus albidus (comme d’autres espéces d’enchytrées) peuvent
étre elevés dans de grandes boites en plastique (par exemple: 30 x 60 x 10 cm ou 20 x 12 x 8 cm, ce qui
convient & la culture de vers de petite taille) remplies d’un mélange de sol artificiel et d’une terre de jardin,
vendue dans le commerce, non contaminée et sans additifs. L’emploi de compost, qui risque de contenir
des substances toxiques, telles que des métaux lourds, est a éviter. La faune est retirée du sol d’élevage
avant usage par triple congélation. Un sol entiérement artificiel est également envisageable, mais le taux de
reproduction pourrait étre moindre par rapport a celui obtenu avec des substrats mixtes. 1l convient que le
substrat présente un pH de 6.0 + 0.5. Les vers sont conservés dans un incubateur a une température de 15 +
2 °C sans lumiére. Dans tous les cas, il convient d’éviter une température supérieure a 23 °C. Ce sol
artificiel/naturel sera humide, mais pas mouillé. Légérement pressé dans la main, il laissera apparaitre de
petites gouttes d’eau. Dans tous les cas, on évite de créer des conditions anoxiques (si on utilise un
couvercle, ce dernier devra comporter un nombre de trous suffisamment élevé pour assurer un échange
d’air approprié). Il convient d’aérer le sol d’élevage en le remuant délicatement une fois par semaine.

Les vers sont nourris au moins une fois par semaine ad libitum avec des flocons d’avoine placés dans
une cavité a la surface du sol et recouverte de sol. Si de la nourriture reste de la fois précédente, il convient
d’ajuster la ration alimentaire a ajouter. Si la nourriture restante est infestée de champignons, elle est
remplacée par une nouvelle ration de flocons d’avoine. Pour favoriser la reproduction, les flocons d’avoine
peuvent étre remplacés toutes les deux semaines par une poudre protéique du commerce, enrichie en
vitamines. Apres trois mois, les animaux sont transférés vers un substrat d’élevage fraichement préparé.
Les flocons d’avoine, qui sont conservés dans des récipients hermétiquement fermés, sont passés a
I’autoclave ou chauffés avant I’emploi afin de prévenir toute infection par des acariens de stockage
(Glycyphagus sp., Astigmata, Acarina, par exemple) ou des acariens prédateurs (Hypoaspis
(Cosmolaelaps) miles, Gamasida, Acarina, par exemple). Une fois désinfectée, la nourriture est moulue de
facon a pouvoir étre facilement parsemée a la surface du sol. Il est également possible de nourrir les vers
avec de la levure de boulanger ou de la nourriture pour poissons TetraMin®.

En regle générale, les conditions d’élevage sont satisfaisantes si les vers ne tentent pas de quitter le
substrat, se déplacent rapidement dans le sol, présentent une surface brillante sur laquelle les particules de
sol n’adhérent pas, ont une couleur plus ou moins blanchétre, et représentent diverses tranches d’age. On
peut considérer que les vers sont sains s’ils se reproduisent continuellement.
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