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« Oiseaux, Essai de Reproduction »

INTRODUCTION

Connaissances reguises

Solubilité dans|'eau
Pression de vapeur
CL 50 de toxicité liée au régime alimentaire (voir Ligne directrice 205)

Informations générales

Formule de structure

Pureté de la substance d'essai

Coefficient de partage n-octanol/eau

Méthodes d'analyse pour déterminer la concentration de la substance d'essai dansla nourriture
Stabilité chimique dans|'eau, alalumiére et danslanourriture

Résultats d'un de biodégradabilité dite « facile » (voir Ligne directrice 301)

Réserves

Cette Ligne directrice ne peut étre utilisée pour les substances trés volatiles ou instables.

La substance dessai doit posséder des caractéristiques qui permettent de la mélanger
uniformément dans la nourriture. Pour assurer un mélange uniforme, on peut employer un

véhicule de faible toxicité pour les oi seaux.

Documents de référence

Voir les références (1) et (2) du chapitre 4, Bibliographie.

Les utilisateurs de cette ligne directrice doivent consulter la préface
en particulier les paragraphes 3, 4, 7 et 8.
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2. METHODE

A. INTRODUCTION, OBJET, PORTEE, PERTINENCE,
APPLICATION ET LIMITES DE L'ESSAI

« Définitions

La CSEOQ (Concentration sans effet observé) est la concentration correspondant au niveau de dose
le plus élevé administré dans un alaquelle aucun effet néfaste ne survient.

Le régime de base est laration d'élevage (pour les adultes) ou la ration de départ (pour les jeunes
oiseaLIX) convenant al'espéece étudiée et qui répond aux besoins nutritionnel s des oiseaux.

Les incubés comprennent les oaufs qui sont mis en incubation, c'est-a-dire I'ensemble des ocasfs
produits a I'exception de ceux qui présentent des félures et de ceux qui ont été retirés pour la
mesure de |'épai sseur de la coquille.

e Substances de référence

Aucune substance de référence n'est recommandée pour cet .

e Principe de la méthode

Les oiseaux regoivent de la nourriture qui contient la substance dessai a différentes
concentrations pendant une période d'au moins 20 semaines. On ameéne les oiseaux a pondre des
ocaufs par manipulation de la photopériode. Les oaufs sont recueillis pendant une période de 10
semaines, on lesfait artificiellement incuber et éclore, et on éléve les jeunes pendant 14 jours. On
compare la mortalité des adultes, la production d'caufs, le nombre d'caufs félés, I'épaisseur de la
coquille, la viahilité, I'éclosabilité et le effets sur les jeunes oiseaux avec les paramétres
correspondants dans le groupe témoin.

e Conditions de validité de |'essai

— Lamortalité dans le groupe témoin ne doit pas dépasser 10 pour cent alafin del'essai.
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— Le nombre moyen de poussins survivants de 14 jours par femelle dans le groupe témoin, doit
étre d'au moins 14 pour le canard colvert, 12 pour le colin de Virginie et 24 pour la caille des
blés.

— L'épaisseur moyenne de la coquille dans |e groupe témoin doit étre respectivement d'au moins
0,34, 0,19 et 0,19 mm pour le colvert, lecolin et lacaille.

— S on respecte le programme recommandé de concentrations et qu'on ne détecte pas d'effet sur
la reproduction, on peut mentionner que la CSEO est supérieure a la concentration la plus
élevée mise en cauvre.

— On doit démontrer que la concentration de la substance dessa a été maintenue de fagon

satisfaisante dans la nourriture (& plus de 80 pour cent de la concentration nominal€e) tout au
long de la période d'essai.

B. MODE OPERATOIRE

e Préparations

Il est nécessaire de disposer dingtalations adéquates pour I'élevage des oiseaux, de
préférence en local clos. Cela comprend une bonne régulation de la ventilation, de la température,
de I'humidité et de I'éclairement, en tant que de besoin. L'éclairage artificiel doit étre proche du
spectre visible de lalumiére du jour et contrélé de fagon automatique. Une période de transition de
15 a30 minutes al'aurore et au crépuscule est recommandée.

Les oiseaux sont répartis au hasard dans les groupes d'essal et les groupes témoins. Les
oiseaux dessa et les témoins doivent ére acclimatés aux instalations et au régime de base
pendant au moins deux semaines. Les oisealx qui ne se supportent pas doivent étre changés de
cage pendant la premiére semaine d'acclimatation.

Une population d'oiseaux ne doit pas étre utilisée s plus de trois pour cent des animauix de
I'un ou I'autre sexe meurent ou saffaiblissent au cours de |a période d'acclimatation.
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Equipement
L'équipement suivant est nécessaire :
— des cages acceptables, propres et de capacité suffisante pour la reproduction des oiseaux et
pour I'édlevage des jeunes. On doit utiliser une litiére propre. Les élevoirs pour les jeunes

oiseaux doivent avoir un systéme de régulation de latempérature

— des incubateurs et des éclosoirs artificiels acceptables, de préférence avec une régulation
automatique de latempérature et de I'hnumidité et avec un dispositif pour retourner les caifs

— un éguipement acceptable pour conserver les caufs atempérature et humidité constantes.

Animaux d'expérience

Choix des espéces

Pour cet essai, on peut utiliser une ou plusieurs espéces. L'espéce doit ére choisie en
fonction des objectifs pour lesquels I'essai est réalisé. Les espéces recommandées sont le canard
colvert (Anas platyrhynchos platyrhynchos), le colin de Virginie (Colinus virginianus) et la caille
des blés japonaise (Coturnix coturnix japonica).

Les espéces recommandées sont faciles a élever et sont largement disponibles. Si d'autres
espéces sont utilisées il faut en donner la justification dans le rapport. Les oiseaux peuvent ére
achetés ou élevés en laboratoire. Les oiseaux achetés doivent étre reconnus exempts de maladies et
on doit les examiner pour sassurer quiils ne sont pas blessés. Tous les oiseaux d'essai et témoins
doivent appartenir a la méme population d'origine connue. Les canards colverts et les colins de
Virginie utilisés dans les essais doivent avoir un aspect similaire a celui des oiseaux sauvages de
CES especes.

Conditions d'encagement et d’alimentation

Les oiseaux adultes doivent étre maintenus dans les conditions suivantes: bonne
ventilation, température de 22 + 5°C et humidité relative de 50 & 75 pour cent. Le Tableau 1 donne
des conditions supplémentaires propres aux différentes espéces.
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TABLEAU 1 : Conditions recommandées pour |es oiseaux adultes

Age au début Intervalle Surface au sol
Espécede I'essai des &ges delacage
dansun par paire*
Colvert 9-12 mois + 2 semaines 1 m
Colin 20-24 semaines + 1 semaine 0,25 m’
Caille bk + 1/2 semaine 0,15 m’

Les conditions de milieu ambiant sont les mémes pour la période d'acclimatation et pour la
période d'essal, sauf que durant la premiére période, 1'on ne donne pas de substance d'essai dans la
nourriture. L'utilisation de produits chimiques ou de médications doit étre évitée dans la mesure du
possible, et quand ony recourt, il faut le signaer.

On doit éviter toute perturbation qui pourrait atérer le comportement des oiseaux.

Les conditions de milieu ambiant pour les cafs et les jeunes oiseaux sont données dans le
Tableau 2.

Les températures et les taux d'humidité indiqués se rapportent a des incubateurs et a des
éclosoirs a ventilation forcée. Dans les incubateurs et les éclosoirs a ventilation naturelle sans
courant d'air, les températures doivent étre plus élevées de 1,5 a 2°C et I'hnumidité relative doait étre
augmentée d'environ 10 pour cent. En hauteur, une plus forte humidité relative est nécessaire.
Dans les élevairs, les températures doivent étre mesurées entre 2,5 et 4 cm au-dessus du plancher
delacage.

* S desgroupes plus grands sont utilisés la surface doit &tre augmentée en proportion.

** || est recommandé de sassurer que les cailles sont de bons reproducteurs avant de les utiliser dans I'essai, &fin de
réduire la variabilité pour cette espéce.
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TABLEAU 2 : Conditions recommandées pour les caufs et pour les jeunes oiseaux

Humidité
Température relative Retournement
(cC) (pour cent)
Colvert
stockage 14-16 60- 85 facultatif
incubation 375 60- 75 oui
éclosion 375 75-85 non
jeunes, 1™ semaine 32-35 60 - 85 -
jeunes, 2™ semaine 28-32 60-85 -
Calin
stockage 15-16 55-75 facultatif
incubation 375 50 - 65 oui
éclosion 375 70-75 non
jeunes, 1 semaine 35-38 50- 75 -
jeunes, 2™ semaine 30-32 50-75 -
Caille
stockage 15-16 55-75 facultatif
incubation 375 50- 70 oui
éclosion 375 70-75 non
jeunes, 1™ semaine 35-38 50- 75 -
jeunes, 2™ semaine 30-32 50-75 -

e Conditions expérimentales

Aliments contenant les substances d' essai

Au moins trois concentrations différentes de la substance d'essai dans la nourriture sont
nécessaires pour I'essai. Les concentrations & utiliser doivent étre déduites des résultats d'un

de CL 50 dans I'alimentation (voir Ligne directrice 205).

Les concentrations les plus élevées doivent ére voisines de la maitié de la CL 10. Les
concentrations inférieures doivent ére des fractions de la dose la plus éevée, espacées de fagon
géométrique (par exemple 1/6 et 1/36 de la dose la plus élevée). La concentration d'essai maximale

recommandée est de 1000 ppm.
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On prépare les diments contenant les quantités requises de la substance d'essai en
méangeant de fagon uniforme la quantité appropriée de la substance d'essai au régime de base
pour les oiseaux reproducteurs adultes. La distribution uniforme de la substance d'essai dans la
nourriture constitue le critére permettant de choisir la méthode de mélange. Pour assurer une
distribution uniforme, on utilise souvent un véhicule de faible toxicité pour les oiseaux. Les
véhicules ne doivent pas étre présents a plus de 2 pour cent en poids de la nourriture. Si I'on utilise
un véhicule pour les oiseaux d'essal, le méme véhicule doit étre gjouté a la nourriture des oiseaux
du groupe témoin. Sont acceptable I'eau, I'huile de mais ou d'autres véhicules pour lesquels il
existe des preuves bien documentées qu'ils n'interférent pas avec la toxicité des substances d'essai.
Il faut une justification expérimentale dans le cas ou on utilise des véhicules pour lesquels des
preuves bien documentées de non-interférence n'existent pas. La nourriture des jeunes oiseaux ne
doait pas contenir de substance d'essai et par conséquent pas de véhicule.

e Exécution de |l'essai

Les oiseaux sont répartis dans les cages de lafagon suivante : soit un couple, soit un méle et
deux femelles (colin et caille), soit un méle et trois femelles (colvert). D'autres arrangements ne
sont pas exclus sils sont jutifiés. Les oiseaux témoins et les oiseaux traités sont maintenus dans
les mémes conditions expérimentales. Dans les essais réalisés sur des couples, on doit utiliser au
moins douze cages d'oisealx pour chaque concentration d'essai et pour e groupe témoin. Dans les
essais réalisés sur des groupes de trois ou quatre oiseaux, on doit utiliser au moins huit cages de
colverts et douze cages de colins ou de cailles pour chague concentration d'essai et pour le groupe
témoain.

L'essai commence quand on soumet les oiseaux d'essai a un régime alimentaire contenant
la substance d'essai. L'exposition des oiseaux adultes a la substance étudiée doit étre continue tout
au long de I'essai. On ne doit pas gjouter de substance d'essai (et par conséguent pas de véhicule) a
lanourriture des jeunes oi seaux engendrés au cours de |'essai. De I'eau propre doit étre disponible a
volonté.
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Si I'essai est réalise dans I'environnement artificiel d'un local clos, ce qui est préférable, les
oiseaux doivent étre maintenus dans des conditions correspondant a des journées courtes (sept a
huit heures d'éclairement par jour) pendant huit semaines apres le début de I'essai. Durant ce
temps, la période d'obscurité ne doit pas étre interrompue. La photopériode est ensuite allongée
pour atteindre 16 & 18 heures d'éclairement par jour, afin de mettre les ciseaux dans des conditions
propres alareproduction. La ponte doit débuter deux a quatre semaines apres que la photopériode
aétéallongée.

S l'essa est rédise a l'extérieur, son caendrier doit correspondre & la saison de
reproduction naturelle de I'espéce sur les lieux de I'essai. On doit soumettre les oisealx aun régime
alimentaire contenant la substance d'essai pendant au moins 10 semaines avant le début norma de
laponte.

Dans I'un comme dans I'autre environnement, I'essai doit étre poursuivi pendant au moins
huit semaines, et de préférence dix semaines, apres le début de la ponte.

La concentration de la substance d'essai dans la nourriture aprés la premiére semaine de
I'essai ne doit pas descendre en dessous de 80 pour cent de la concentration prévue. A moins que la
stahilité de la substance d'essai dans la nourriture puisse ére établie de fagcon satisfaisante, les
aliments qui contiennent les concentrations les plus élevées et les plus faibles doivent, au cours de
la premiere semaine de l'essai, étre analyses immédiatement apres la rédisation initiale du
mélange et de nouveau dans les quatre heures qui précedent le remplacement par de la nourriture
fraichement méangée. S toutes les analyses donnent un résultat qui se situe au-dessus de 80 pour
cent de la concentration prévue, aucune autre analyse n'est nécessaire et la nourriture d'essai doit
étre renouvel ée suffisamment souvent pour assurer le maintien des concentrations.
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Si I'une ou l'autre des séries d'anayses indique que les concentrations sont inférieures a 80
pour cent de la concentration prévue, des gjustements doivent étre apportés afin d'augmenter les
concentrations initiadles ou de maintenir les concentrations réelles par des renouvellements plus
fréquents. Des analyses supplémentaires doivent étre effectuées au cours de la deuxiéme semaine
del'essai afin de sassurer que les gjustements ont permis d'atteindre I'objectif des 80 pour cent.

Quelle que soit la stabilité de la substance d'essai dans la nourriture, celle-ci doit étre
renouvelée au moins une fois par semaine. Si une substance n'est stable que pendant une durée
telle que la nourriture devrait &tre renouvel ée tous les jours, |'essai peut se révéer inapproprié.

Quand la ponte a commencé, les caufs doivent étre recueillis tous les jours et marqués selon
la cage dont ils proviennent. Les oaifs doivent étre stockés et mis a incuber une fois par semaine
ou tousles 15 jours (voir le Tableau 2 pour les conditions). Avant incubation, tous les caufs doivent
étre mirés afin de détecter des fé8lures. Les caifs félés ne doivent pas étre incubés. Les caufs misen
incubation doivent étre mirés & nouveau au bout de six a onze jours ain de déterminer leur
viabilité.

On doit mesurer I'épaisseur de la coquille d'au moins deux oaufs désignés a l'avance dans
chaque cage (par exemple, letroisiéme et le dixiéme cauf, ou tous les caufs recueillisle 5™, 20™ et
35™ jour de la ponte). On ne doit pas faire de mesure sur les caufs félés, mais on doit noter leur
nombre. Les caufs doivent &tre ouverts, lavés, sechés en gardant la membrane intacte et mesurés en
trois ou quatre points sur la circonférence.

- Les caufs doivent &ire transférés des conditions d'incubation aux conditions d'éclosion le
23™ jour pour les colverts, le 21™ jour pour les colins et le 16™ jour pour les cailles. L'éclosion
devrait étre terminée entre le 25™ et le 27 jour pour les colverts, entre le 23™ et le 24™ jour
pour les colins et entrele 17 et le 18™ jour pour les cailles.
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Les jeunes oiseaux qui viennent d'éclore doivent étre logés en groupes selon leur cage
d'origine ou hien marqués individuellement et logés tous ensemble. On doit fournir aux oisillons
une nourriture appropriée (exempte de substance d'essai) pendant 14 jours. La température et
I'humidité qui conviennent aux jeunes oiseaux sont données dans le Tableau 2. L'éclairage doit
avoir de préférence un rythme diurne (par exemple 14 heures de lumiere pour 10 heures
d'obscurité) avec une période de transition de 15 a 30 minutes a l'aurore et au crépuscule ; d'autres
régimes d'éclairage sont acceptables.

Observations

L es observations suivantes doivent étre faites au cours de I'essai :

— mortdité et Signes detoxicité : touslesjours

— poids corporel des adultes: au début de la période d'exposition, avant le commencement de la
ponte et alafin del'éude

— poids corpordl desjeunes: al'dge de 14 jours

— nourriture consommée par les adultes : sur une ou deux semaines tout au long de I'éude

— nourriture consommée par les jeunes : sur lapremiére et la seconde semaine aprées |'éclosion
— examen pathologique grossier : tous les oisealx adultes.

L'analyse de résidus dans des tissus choisis peut étre utile dans le cas de substances d'essai
caractérisées par une valeur de log P (n-octanol/eau) supérieure a 3,0.

3. RESULTATS ET RAPPORT

e Traitement des résultats

Les groupes dessa doivent étre comparés individuellement au groupe témoin par une
méthode statistique définie dans le plan d'éude. On peut utiliser toute méthode statistique
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généralement acceptable, telle que l'analyse de la variance ou d'autres méthodes applicables
signalées dans la référence (8). L'analyse doit inclure les paramétres donnés dans le Tableau 3,
ains que s c'est possible, le pourcentage de femelles qui ont pondu des caufs, e poids corporel des
oiseaux adultes et celui des survivants agés de 14 jours.

TABLEAU 3: Valeursnormales* des paramétres relatifs a la reproduction

Paramétre Colvert Colin Caille
Nombre d'caufs pondus par femelle (dix semaines) 28-38 28-38 40-65
Pourcentage d'caufs félés 0,6-6 0,6-6 XX-XX
Pourcentage d'embryons viables dans les caufsincubés 85-98 75-90 80-92
Pourcentage d'éclosion dans les caufsincubés 50-90 50-90 65-80
Pourcentage d'oisillons qui survivent jusqu'a 14 jours 94-99 75-90 93
Nombre de survivants &gés de 14 jours, par femelle 16-30 14-25 28-38
Epaisseur des coquilles en mm 0,35-0,39 0,19-0,24 0,19-0,23

*  Cesvaleurs sont typiques des espéces, mais pas nécessairement représentatives de tous les laboratoires. Si |es oiseaux
témoins ne donnent pas ces valeurs ou ne sen approchent pas au plus pres, on doit examiner les méthodes et les
conditions d'essai afin de rechercher les problémes éventuels.
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* Rapport

Lerapport devrait comprendre lesinformations suivantes :

Substance d'essai : données d'identification chimique.

Animaux dessai : nom scientifique de I'espéce, souche, &ge des oiseaux au début de I'essai (en
semaines ou en mois), origine des oisealx, traitement préalable éventuel, etc.

Conditions d'essai :

conditions d'encagement : type, dimensions et matériau des cages, température a l'intérieur des
cages, humidité approximative, photopériode, ventilation et toute modification survenue au
coursdel'essai

description du régime de base, comprenant |'origine, la composition, I'analyse des constituants
fournie par le fabricant (proténes, hydrates de carbone, lipides, calcium, phosphore, €tc...), et
les suppléments et véhicules éventuels

régimes d'essai : méthode de préparation, nombre des concentrations utilisées, valeur nominale
€t, quand la mesure est faite, valeur mesurée de chacune des concentrations de la substance
dessai dans la nourriture, méthode anaytique utilisée pour déerminer les concentrations
rédlles, fréquence de réaisation des mélanges et de renouvellement, véhicule (sil y a lieu),
conditions de stockage, méthode d'application

méthodes d'acclimatation, méthodes utilisées pour répartir les oiseaux au hasard dans les cages
€t réarrangements éventuel s dis a des incompatibilités

pour chagque concentration et pour le groupe témoin le nombre d'ciseaux par cages et le nombre
de cages

méthodes d'identification des caufs et des oi seaux

conditions de stockage des caifs, dincubation et d'éclosion, comprenant la température,
I'humidité et |a fréguence des retournements
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— Le cas échéant, noms des substances toxiques utilistes comme substances de référence et
méthodes de préparation des régimes d'essai.

Résultats :

— fréguence, durée et description des signes de toxicité, ains que leur gravité, le nombre
d'oiseaux atteints et les rémissions éventuelles

— consommation de nourriture et poids corporel des adultes et des jeunes oisealix

— déails des examens pathol ogiques grossiers

— résultats des andyses de résidus (3 elles ont été faites)

— production d'oasfs, oafs mis a incuber, viabilité, éclosahilité (comprenant les oisilions
normaux), survie des jeunes et épaisseur moyenne de la coquille (synthése par concentration et
par semaine pour chaque cage pendant la période d'essai, de préférence sous forme de tabl eau)

— méthodes d'analyse statistique et interprétation des résultats

— CSEO et tous les niveaux de dose pour lesquels on reléve des effets statistiquement
sgnificatifs

— tout ce qui est inhabituel au sujet de I'essal et tout autre éément intéressant qui aurait pu
influencer les résultats.
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