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PREPARATION DU PRESENT DOCUMENT 

Le present rapport a été préparé dens le cadre d'un projet du Programme des Nations 
Unies pour l'environnement, intitulé 

Plan d'Action pour Ia Mediterranee: scutien A la mise en oeuvre de MED POL - 
Phase II. 

avec 1'Organisition des Nations Unies pour l'aliinentation et l'agriculture 
i'organisation des Nations tinies pour l!éducation,  la science et la cu1ture 
in Commission océanographique intergouvernementale, 
l'Organisation mondiale de la sante, 
l'Organisation météorologigue mondiale et 
l'Agence internationale de l'energie atomique 
conune agences de cooperation. 

un volume Contenant des conferences sera imprimC en supplement de cc rapport. 

DEFINITION DC POLLUTION DO MILIEU MARIN 

On entend par pollution du milieu narin: "Lintroduction, directe ou 
indirecte, par l'homme, de substances ou d'énergie dans le milieu 
mann (y  compris les estuaires) lorsqu'elle o des effets nuisibles tels 
que domrnage aux ressources biologiques, risques pour Is sante de 
Phornme, entrave aux activités maritimes, y compris la péche, 
alteration de la qualite de I'eau de mer du point de vue de son 
utilisation et degradation de valeurs dagrément. 

Groupe mixte d'experts OMI/FAO/Unesco/OMM/OMS/AIEA/ONU/ 
PNUE chargé detudier les aspects scentifiques de Is pollution des 
rners (GESAMP). 
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1986 in toxicité et le bioaccumulation 

de certaines substances dens les 
organisunes marins. Rovinj, 
Yougosiavie, 5-9 novembre 1984. 
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1. GEERALITES 

La toxicit6 de certains produita chimiques introduits dana le milieu mann a suscité 
dana l'opiriion publique des inquiétudes qul ont conduit lea administrateurs de ncrnbreux 
pays prendre des mesures léqislatives en vue de pr4venir la pollution du milieu mann 
et sea consequences. 

Lea Parties con tractantes de la Convention pour Ia protection de la men Méditerranée 
contre Ia pollution ont adopté des protocoles relatifs a La pollution due aux operations 
d'imrrtersion et a La pollution d'onigine tellunigue, gui visent interdire cu éliminer 
la pollution par certaines substances, en égard a leur tcxicit4 1  a leur persistance dana 
le milieu et 1 leur bj.oaccumulation. 

Le programme coordonnée de surveillance continue et de recherche en matire de 
pollution en Mediterranee (MED KJL - Phase II), gui eat le programme 
scientifigue/technique de longue durée entrepris au titre du Plan d'action pour la 
Mditerranee, prévoit deux categories fondamentales d'activités, a savoir Ia 
surveillance et la recherche. La composante recherche eat elle-mme subdivisée en douze 
éléments, dont l'un (activité de recherche MG") intéresse la toxicité, la persistance, 
la bioaccumulation, la mutagénicité et Ia cancérogénicité de certaines substances. Dana 
Ic cadre des activités de surveillance, les concentrations de contaminants 
(principalement métaux lourds et hydrocarbures chlorés) présentes dana certains 
organismes marins, dana l'eau de men et dana lea sediments mont siesurCes péniodiquement. 

La Centre de recherche marine de Rovinj a accueilli une reunion conjointe FAO/PNUE 
convoquée au titre de l'activitC de recherche "a". Le titre de cette reunion 1  orqanisée 
sous la responsabilitC technique de la FAO, était "Toxicité et bioaccumulation de 
certaines substances dans lea organiaTnes marina". 

La reunion a été tenue a Rovinj (Yougoslavie) du S au 9 novembre 1984, a l'aimable 
invitation du centre local de recherche marine 1  l'Institut "Rudjer Boskovic", avec 34 
participants (voir annexe II). Le Dr. Mirjana Krajnovic-Ozretic a étó Clu Président, M. 
le Professeur A.K.H. El-Sebae Vice-Président et le Dr. P.D. Abel Rapporteur. Le 
Dr. G.P. Gabrielides, Fonctionnaire principal des pches de la FAQ (pollution marine), a 
rempli lea fonctions de Secrétaire technique. 

Lea objectifs de Ia reunion étaient lea suivants 

faire le point des program accomplis dana l'exécution deS projets 
entrepris au titre de l'activité de recherche C'. Lea experts 
scientifiques orit présentC leur travail gui a ensuite été soumim A un 
examen critique. La liste des documents présentés figure a l'annexe III 
au present rapport; 

Cchanger des vues sur la validité et l'interprétaticn en milieu naturel 
des résultats deja obtenus 

C) 	examiner la possibilité de mettre au point des mCthodes normaiisées pour 
les épreuvea de toxicitC; 

d) 	formuler des recomznandations pour lea recherches futures. 

Les communications présentées 1 la réun ion sont publiées dana un supplement au texte 
present gui eat i.e rapport prepare et adopté par lea participants pour rendre compte des 
échanges de vues et des conclusions et reconiinandations de Ia reunion. 

2. METHODES DE MESTJRE DE LA TOXICITE LETLE MGUE - 
BESO1NS DE METHODES NOBMALISEES 

(Le lecleur em pnié de me reporter simultanCment 6 l'annexe I) 

Dans l'ensemble, on s'est deja mis d'accord sun des méthodes appropriées pour 
estimer la toxicité létale aigu des agents de pollution a l'égard des organismes 
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aquatiques, et le lecteur en trouvera de bonnes descriptions dana lea publications 
scientifiques (voir, par exemple sprague, 1969, 1970. 1973; Brown, 1973; Cairns et 
Dickson, 1973; Mayer et Bamelink, 1977; Marking et Kimerle, 1979; Buikema et Cairns, 
1980; Eaton et al., 1980; McLean et al.. 1980; Bellan, 1981; Branson and Dickson ,  981; 
Great Britain Standing Committee of Analysts, 1981; QCDE. 1981; Alabaster et Lloyd, 
1982; Ward et Parrish, 1982). Lea participants ont recannu que, si ces méthodes exigent 
des moyens matériels et un personnel qualifié dont de nombreux pays méditerranéens sont 
depourvus, 11 n'en eat pas mains nécessaire de définir certains critres niinimaux et de 
les observer rigoureusement dana toutes lea experiences gui supposent l'exposition 
d'organiames aquatiques des polluants toxiques presents clans Ic milieu environnant. 
Bien qu'au stade actuel ii n'apparaisse ni indispensable ni profitable de specifier lea 
conditions dans lesquelles doivent se dérouler lea épreuves de toxicité tous lea 
laboratoires participant au programme MED POL devraient s'efforcer d'adcpter aussitôt 
que possible des méthodes scientifiques valables. 

Quatre aspects des épreuves de toxicité ant été jugés particu1i6remert importants, a 
savoir: 

- 	Lea conditions expérimentales; 

- 	Lea espéces  utilisées pour l'expérimentation; 

- 	L'analyse 1  l'interprCtation et la communication des rCsultats; 

- 	Lea méthodes spCciales a utiliser pour certains agents de pollution. 

2.1 Conditions expériinentales 

II apparait essentiel d'observer lea prescriptions ci-aprês dana toute experience 
coflsistant i placer des anisaux aquatiques dana un milieu ob ils sont exposés a des 
agents de pollution toxiques; 

Les conditions expérimentales doivent i9tre de nature a permettre Ia survie 
d'organismes tCmoins pendant la durée de l'épreuve. Certes, U est 
parfois impossible d'assurer la suivie de tous lea témoins - par exemple 
clans lea cas oz l'on utilise des juveniles - mais, si l'expérience est de 
breve durée par rapport au cycle bioloqique normal, Ia mart de témoins 
pendant son déroulement eat inacceptable et l'emploi de •coefficieants 
d'adjustement" eat scientifiquement inadmissible. Dana les experiences 
utilisant des sujets parienus au stade adulte ou a des stades 
post-larvairea de relativernent courte durée clans le cycle biologique 
normal, une forte mortalité parmi lea témoins indique que les conditions 
experimentales sont inappropriées et a donc pour effet d'invalider 
l'épreuve; ici aussi, l'utilisation de coefficients d'adjustement sEt 
erronCe. Leur application doit tre limitée aux cas o la durée de 
l'épreuve représente une importante partie de la durée de la vie normale. 

Lea conditions expérimentales peuvent influencer la concentration des 
polluants presents dana les bacs utilisés. Lorsque 1exp6rience prCvoit 
i'adjonction de concentrations relativement faibles d'un produit chimique 
(polluant) a un certain volume d'eau dana lequel seront introduits lea 
sujets, Ia concentration initiale changera rapidement. Elle peut 9tre 
madifiée par l'un quelconque des nombreux procesaus ci-après: 

absorption de la substance toxique par lea organismes soumis 
1 'épreuve; 

adsorption de la substance toxique par lea parois du bac 
experimental; 

volatilisation de la substance toxique dana l'atmosphère, en 
particulier lorague le bac experimental eat aCre; 
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(iv) 	transformation chimique cu biciogique de la substance toxique 
ayant pour effet de is rendre plus cu moms toxique que Ia 
5ubstance Anitialeinent administre. 

b) 	La conclusion 	tirer de ce gui précde eat gue, thoriguement, l'eau 
contenue dana lea bacs utiliss devrait tre renouveie trguemznent. Ii 
eat parfaitement dmontré que, dana Ia pratique, 	lea solutions 
expérimentales doivent 6tre renouveles ou remplacées durant I'expérience 

un rythme gui dpend des propriétés physico-chimiques de la substance 
toxique soumise a 6preuve (par exemple stabilité chimique et biologique, 
volatilité, etc.). En consequence, ii eat evident que lea laboratoires 
gui effectuent des recherches toxicologiques devraient s'efforcer de se 
doter aussi tot que possible des moyens techniques nécessaires pour 
procéder a des tests en continue. En génCral, ii eat prescrit que Ia 
solution toxique doit itre renouvelée toutea les 6 5 10 heures pendant la 
durée de i'expérience, scion lea propriétés de la substance toxique et lea 
autres conditions expérimentales. On trouvera dana les publications 
scientifiques de nombreux exempies de mèthodes appropriées (Alabaster et 
Abram, 1965; Mount et Brungs, 1967; Stark, 1967; Burke et Ferguson, 1968; 
Solon et al., 1968; Abram, 1973; huerthele et al.,, 1973; Bahner et al., 
1975; Benoit et al., 1982; Smith et Hargreaves, 1983). Le coQt et le 
degré de complexité des systèmes utilisCs sont variables, mais ii existe 
de nombreux dispositifa relativement simples gui n'exigent pas grand chose 
de plus que des appareils courants de laboratoire, et certains d'entre eux 
ont été spécifiquement conçus sur une échelle réduite pour les experiences 
portant sur des sujets de petite tailie et pour lea laboratoires oô 
l'espace disponible eat unite. 

LeS participants ont reconnu que faute de moyens financiers, certains 
laboratcires ne pourront paz se doter d'installations de ce type dana 
l'avenir immédiat. Il pourrait donc tre nécessaire de continuer a 
effectuer des tests de toxicité dana des conditions statiquesN. En tels 
caB, diverses precautions sont indisperisables pour assurer que les 
résultats des experiences sotent scientifiquenent valables. En premier 
lieu, lea bacs expérinentaux doivent étre suffisamment grands. On 
trouvera des recommandations détaillées a ce sujet dana Sprague (1969, 
1973) , Alabaster et Lloyd (1982) , et hard et Parrish (1982) (voir aussi 
annexe I). En outre, il eat souhaitable que les solutions d'épreuve 
aoient réguliêrement renouvelées. La périodicité a observer depend, comme 
on l'a dit, des propriétés de la substance toxique et des conditions 
expérimentales; en génCral toutefois, lea solutions d'épreuve devraient 
tre renouvelées approximativernent toutes lea 12 a 24 heures. 

C) 	Etant donné que Ia concentration de la substance toxique a laquelle lea 
sujets sont exposés peut varier au cours de l'expérience (qu'il s'agisse 
d'un test statique ou d'un teat en continu), ii eat vivement conseillé de 
inesurer fréquexninent la concentration effectivement prCsente dons chaque 
bac experimental pendant Ic déroulement de l'Cpreuve. 

Lea variables du milieu gui sont susceptibles d'influencer le degré de 
toxicité de Ia substance Ctudiée et/ou la physiologie des sujets doivent 
Cgaleinent Ofte surveillées au cours des experiences (cltons par exemple la 
temperature, le pH, Ia salinité, la teneur en oxygène dissous). 	Lea 
renseignements correspondants doivent être consignés avec lea rCsuitats de 
1 'experience. 

Ii faut veiiler de prs a des aspects tels que le choix de l'effectif de 
l'écharttillon, I'acclimatation des organisines étudiés aux conditions 
expériinentales et la selection des sujets a prélever dans lea stocks de 
réserve. 	Ces remargues sont vaiables pour toutes les experiences 
utilisant des organismes vivants, et non pea seuleinent pour lea Cpreuves 
toxicologiques; en Outre, il convient de se conformer strictement aux 



pratiques scientifiques 6tablies en Ia matire. Pour Ce gui COncerne plus 
particu1irement les 4preuves de toxicité, on trouvera des recommdndatiorls 
détaillées dans Sprague (1969, 1973) et dans Ward et Parrish (1982). 

2.2 Epces utilis4es pour lea expriences 

Le choix des espces utilises pour les 6preuves de toxicit4 est sounds aux 
restrictions applicables 1 toutes les exprienCeS biologiques. 11 eat 1iTrdt, par 
exemple, aux espèces qui peuvent 9tre élevées dana des conditions de labcratoire et qul 
sent disponibles en nombre suffisant. En outre, ltespce  choisie depend du motif de 
l'experimentation et les participants ont examine divers critères de selection. Par 
exemple, l'utilisaticn d'une espce standard' eat appropriée dams certaines situations, 
par exemple lorsque l'expérience a pour but de comparer lea modes opératoires adopts 
par différents laboratoires pour les épreuves de toxicite. Par centre, s'il s'agit 
d'évaluer le risque auquel un polluant determine pourrait exposer l'environnement, ii 
est êvidenrnent souhaitable de sélectionner une serie d'espces reprsentatives des 
differents niveaux trophiques et des différents groupes taxonomiques. Les participants 
one reconnu que La question du choix des espèces et celle du degré de normalisation 
requis ne se posent pas seulement dams lea etudes toxicoloqiques, mais dana toutes les 
experiences bioloqiques, et qu'il y a lieu de se conformer aux pratiques scientifiques 
établies, le critère fondamental étant que l'espêce selectionnee doit tre adaptée au 
but de l'expérience. 11 existe une abondante documentation sur ces aspects des épreuves 
de toxicité (voir par exemple Sprague, 1970; Brown, 1973; Bellan, 1981). 

2.3 2na1yse, interpretation et notation des résultats 

Lea participants ont reconnu que la confusion rgne souvent parce que de nombreux 
chercheurs utilisent des methodes inappropriees dana1yse des données et me consignent 
pas clairement les résultats. Des vues ont été échangées sur lea m4thodes appropriées 
d'analyse des données et de notation des résultats et ii a etC convenu qu'il faudrait 
s'efforcer de satisfaire A certeines exiqences fondamentales. 

Dana lea Cpreuves de toxicitC lCtale, la plupart des chercheurs utilisent lea 
méthodes de Litchfield (1949) et de Litchfield et hilcoxon (1949) , gui sent des versions 
modifiCes de la méthode de Bliss (1935, 1937) - conaistant a transformer en probits lea 
pourcentaqes du mortalité et Ctablir une regression linCaire en fonction des logarithmes 
des concentrations utilisées - pour estimer lea concentrations lCtales mCdianes (CL50) 
Cu lea durCes mCdianes de survie (TL50). L'utilisation de cette technique pour 
determiner Ia toxicité des polluants 1 l'Cqard des animaux aquatiques a CtC trés bien 
décrite par Sprague (1969, 1973). De nombreux chercheurs gui s'intCressent 1 la 
MCditerranCe ont recourt a la méthode de Stora (1972, 1975) gui est une adaptation de Ia 
néthode de bliss, donnant des résultats acceptables quoiqu'assez peu conventionnels; 
toutefois, comme ii n'est pas tenu compte de Ia modification de Litchfield-Ii1coxon, le 
calcul des résultats risque d'étre inutilenient long et fastidieux. D'autres rnéthodes 
appcopriées ont etC exalsiflées par divers auteurs (Sprague, 1969; Stephan, 1977) mais en 
pratique ii semble que, dans la plupart des cas, La méthode utilisée n'ait guêre 
d'influence sur le rCsultat final. 

Lea résultats peuvent i6tre exprimés par 
exemple 24 h, 48 h, 96 h). Lea limitations 
ont 6t6 clairement expliquées par Sprague 
l'interprCtation des résultats. 

la CL50 au bout de periodes spécifiées (par 
de ce mode d'expression sont bien connues et 
(1969): il convient d'en tenir compte pour 

Une démarche prCfCrable consiste A noter fréquemrnent la mortalité dans lea bacs 
expérimentaux et t construire une courbe complete de toxicité. Idéalement, 1'exp6rience 
devrait 6tre poursuivie jusqu'é ce qu'une concentration létale seuil ait pu Ctre 
déterminCe, car cue donne une indication plus Liable de la toxicité lCtale gue la CLSO 
a court terme (Sprague, 1969). 

L'utilisation d'ordinateurs pour faciliter l'analyse des données a 4t4 discutée.. 
Lea ordinateurs permettent de calculer rapidement lea résultata mais comme on risque de 
se fier exagCrCment . ce qu'ils indiquent, on peut passer 6 ctC d'erreurs simples, at 
le calcul manuel de donnCes representatives est demo zeconunandé pour chaque Cpreuve a 
titre de contr8le. 
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Len résultats doivent &tre présentés de façon claire et &tre faciles a interpreter 
par d'autres chercheurs Une attention particulire doit être portée aux points 
suivunts: 

des estimations de iserreur doivent toujours tre fournies (par exemple 
pour len concentrations), et il convient de prCciser s'il s'agit 
d'écarts-types, d'erreurs-types ou de Umites de confiance A 95 pour cent; 

len méthodes expérimertales doivent étre dcrites de maniêre suffisamnient 
détaillée pour aider le lecteur a évaluer lea rCsultats. Ii taut 
sefforcer, connie dans toute autre publication scientifique, de donner 
assez d'infcrmations pour gue l'expérience puisse tre rCpétCe par un 
chercheur inc36pendant 

C) 	lors de l'examen des résultats, ii ne taut pan oublier que la validité de 
l'interprétation depend den limitations de la méthode expériTnentale. Par 
exemple, si les conditions expérimentales sont telles que Ia concentration 
de la substance toxique srarie de ± 20 pour cent, cela influencera le 
degré de precision avec leguel ii conviendra de consigner len rCsultats. 

2.4 Considerations spéciales applicables a certains polluants 

Certains polluants, en raison de leurs propriétés physico-chimiques ou de leur mode 
de liberation dans l'environnement, exigent den experiences spCcialement cançues. Deux 
categories de polluants peuvent tre données en exemple: 

Substances volatiles: dans ce cas, le problame est celui du maintien des 
concentrations au cours de l'expérience (voir section 2.1 b). Pour len 
Cpreuves intéressant des organismes de petite taille, ii existe des 
méthodes utilisant des recipients don (voir, par exemple Calassi et 
Vighi, 1981), main len épreuves intéressant des organisines de grande 
taille peuvent presenter des difficultés particulières gui conditionneront 
le mode opératoire adopté, le degrd de constance den conditions 
expérimentales et Ia precision du résultat final. 

Les dispersants des hydrocarbures présentent diverses caractCriatiquen 
inhabituelles qui influencent le choix den méthodes de manure de leur 
toxicitC. En premier lieu, len organismes vivant dans le milieu naturel 
sont normalement exposés 1 de fortes concentrations de ces produits 
pendant de courten périodes si bien qu'en tels can den experiences de 
brave durée rendent raisonnablement coinpte de la réalité. En deuxiême 
lieu, de nornbreux dispersants rCcemment mis au point sont relativement peu 
taxiques. Connie us ne sont pan miscibles a l'eau, leur solubilité eat 
frCquemment infCrieure a leur toxicité (exprimée en CLSO, 48 h ou 96 h). 
Toutefois, Atant donné gue len dspersants des hydrocarbures ne Sont 
dCversCs que dans des environnements gui ant été gravement pollués par le 
pétrole, le but des épreuves de toxicité létale est de determiner si le 
dispersant et le melange dispersant/hydrocarbure sont plus ou mains 
toxiques gue l'hydrocarbure 	lui seul. 

Le manure de la toxicité des hydrocarbures, des dispersants den hydrocarbures et den 
éznuls ions hydrccarbure/eau/dispersant présente de noinbreuses difficultés; ainsi, par 
exeinple, le degré de toxicité du produit a tester depend au plus haut point de la nature 
de l'Cmulsion; en pratique donc, le résultat d'une épreuve de taxicité est en grande 
partie fonction du mode de mélange avec l'eau du dispersant, de l'hydracarbure ou du 
mélange dispersant hydrocarbure. En outre, len hydrocarbures ne sont pan des produits 
précisénient définissables, main des mélanges variables de nombreux composes distincts. 
Toutefois, plusleurs méthodes de manure de la toxicité den dispersants des hydrocarbures 
ant été mines au point dans diverses regions du monde et des techniques appropriées ant 
été décrites en detail notamznent par Laroche et al. (1970), McCarthy et al. (1973), 
1978), Beynon et Cowells (1974), Blackman et al. (1977), Thompson et Nu (1981) et Molden 
et Chapman (1983). 



Ces exempies montrent que certaines substances toxiques ont des caractristiques 
physico-chimiques particui1ires dont ii faut tenir compte lorsque l'on cholsit les 
méthodes d'épreuve. De ntanire g6nra1e, les proprietes physico-chimiques du polluant 
doivent toujours tre prises en consideration pour la conception, Ia conduite et 
l'interprétation des Cpreuves de toxiclté. 

N.B. On trouvera 5 l'annexe I quelgues suggestions méthodcicgiques et quelgues 
exemples d'orqanismes siarins utilisables pour les tests d'elimination preliminaires aux 
épreuves de toxicitC aigu. 

3. OB.)ECTIFS DES EPREtJVES DE TOXICITE 

Las experiences et observations toxicologiques sont entreprises pour diverses 
raisons; dana la zone de la Mediterranee, on peut lea classer dans trois categories 
principales: 

épreuves 	de 	triage 	rapide 	entreprises 	des 	fins 
fur idiques/administratives 

recherches visant, par exemple, A identifier les risques que certains 
polluants font courir Cu pourraient faire courir a l'environnexnent Cu 
faciliter 16tablissement de critêres de qualitd des eaux; 

surveillance continue des eftets toxiques des polluants sur lea 
populations naturelles. 

3.1 Epreuves de triage rapide 

Dana de nombreux pays, l'autorisation de dCverser un effluent ou d'utiliser un 
dispersant particulier des hydrocarbures est subordcnnCe a une mesure de Ia toxicite du 
produit. Si celle-ci dépasse une certaine limite (quelle qu'en soit la definition) 
l'autorisation de le déverser dans l'environaernent est refusée. fJne épreuve applicable 
a cet effet doit 6tre conforme aux prescriptions suivantes: 

La méthode doit &tre clairezrient dCfinie et rigoureusemeet suivie. Etant 
donné que le rCsultat de l'épreuve est nécessaire a des fins juridiques ou 
administratives, et qu'il peut avoir des incidences économiques (par 
exemple dams le caB QU un dispersant des hydrocarbures me satisfait PBS 
l'épreuve prescrite) , ii peut Cmtre contesté. 	Etant donné que lee 
variations des conditions expérimentales ant guelquetois une grande 
influence sur las résultats, ii existe un risque qu'une partie intéressée 
puisse contester lea résultats en alléguent que Ia procedure expérimentale 
n'a pas Cté convenablement suivie. 

Sous reserve d'être conforme aux normes méthologigues minirnales 
recominandCes dans le present rapport, le mode opératoire devrait être 
auasi simple que possible, tout d'abord parce gu'il peut être nécessaire 
de procCder a un grand nombre d'épreuves et, en deuxiame lieu, parce que 
lee moyens de laboratoire disponib].es A cet effet peuvent être limités. 

Pour des raisons analogues, l'Cpreuve devrait être de durCe relativement 
br&ve. 

Des Cpreuves de triage rapide ont etC fuses BU point dams de nombueux pays. Les 
tests applicables aux di-spersants des hydrocarbures ont Cté évoquCs plus haut. Parmi 
les épreuves de caractre plus gCnCral, les mnieux connues sont les méthodes de 
I'APHA/AWWA/WPCF (1980) at de 1'OCDE (1981). Des Cpreuves de triage utilisCes dans 
divers pays pour obtenir une indication de la toxicitC A l'Cgard des poissons d'eau 
douce ont CtC dCcrites en detail par la CECPI (1983) at par Alabaster et Lloyd (1982). 
Des Cpreuves de toxicitC a 1'4gard des organismes marina ont etC dCcrites par Persoone 
et al. (1984, 1984 a). 
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3.2 Recherches proprement dites 

Des etudes toxicologiques sent egalenient nécessaires pours 

dCterminer les risques qu'un agent de pollution particulier fait courir Cu 
pourrait faire courir 1 l'environnement. Les etudes de cc genre peuvent 
revtir un intért particulier en cas d'introduction de nouveaux composes 
chimiques dens l'environnement naturel; dies doivent ttre entreprises 
conformément aux procedures prescrites pour les épreuves d'evaluation 
rapide de la toxicité aigu# visant a determiner approxirnativement l'ordre 
de grandeur des risgues potentiels gui sont dCcrites dens divers textes 
législatits internationaux, par exemple, le sixième amendement a la 
directive 79/831 de Ia CEE sur lea substances dangereuses. 

contribuer a la determination des concentrations 'sans danger' ou 
environnementaleznent acceptables des agents de pollution des eaux, 
autrement dit, a l'Claboration de critares de qualité des eaux. 

11 conviendrait par exemple d'Ctudier: lea effets des conditions de milieu sur la 
toxicité et la bioaccumulation des agents de pollution (effets de la salinitC dens le 
cas de déversements dana des eaux saumtres ou dens des estuaires, effete de la 
temperature dens le cas de déversements d'effluents chauds, etc.); Ia toxicité de 
combinaisons d'agents de pollution; enfin, la possibilité que des organismes vivant dane 
des zones polluées Se soient gCnétiquement ou physiologi.quelnent adaptés a des polluants 
particuliers. 

Cet objectif ne peut étre atteint qu'en recourant a toute une variCté de procedures 
expérimentales. 11 eat done inapproprié de tenter de définir des mCthodes 'normalisCes' 
pour ce gui concerne, par exesiple, lee espaces a sournettre aux Cpreuves ou lee 
conditions de nulieu. La seule règle a Observer dens les recherches de ce type est 
celle cle l'application de méthodes scientifiques éprauvées. 

Cela Ctant, des techniques tree diverses peuvent 9tre utiles. Lee épreuves de 
toxicité létale aigua reatent d'un grand inter€, en particulier dams le cadre des 
programmes d'évaluation progressive des risques, de type dCcrit par Dtithie (1977), Makj 
et Duthie (1978) et Tooby (1978). Toutefois, il taut bien se rendre compte que 
l'application des rCsultats des Cpreuves de toxicité létale aigué 1 l'Cvaluation des 
risques pour l'environnenent n'est scientifiguement valable que si certaines 
prescriptions suppléirientaires ont etC observCes (par exemple pour cc gui est de la durCc 
des épreuves et de l'estimation de concentrations létales seuuls). Ce point a deja etC 
Cvoqué a la section 2.3. 
- En outre, On reconnait de maniare gCnCrale l'intért den experiences de longue durCe 
pour Ctudier les effete de doses sublCtales de polluants, notamzrient ceux gui intCressent 
des variables biologiques importantes cur le plan Ccologique (par exemple croissance, 
reproduction et dCveloppement). Parmi lee autres mCthodes gui ont fait la preuve de 
leur utilitC, on peut mentionner l'utilisation d'Ccosystèmes contrôlCs ou partiellement 
contr8i6s aussi bien en laboratoire que cur Ic terrain. Les etudes sur la 
bioaccumulation des polluants conduites en milieu naturel ou au labordtoire prCsentent 
Cqaleaent de 1'int4rt, toujours sous reserve d'étre entreprises dans le cadre d'un 
programme d'Cvaluation des risques claireinent dCfini. NCanmoins, Ctant donnC que dane 
la rCg ion méditerranCenne conune dane le reste du monde, lee recherches toxicologiques 
ont un but pratigue gui est de surveiller et contr&Ier la pollution, rien ne s'oppose 
sur le plan scientifique a cc que les etudes menCes A bonne fin et publiCes dane 
d 1 autres regions du mende soient adaptCes aux problèmes de Is MéditerranCe. De fait, on 
peut faire valoir qu'une grande partie des recherches actuellemerit entreprises dane lee 
pays mCditerranCens reproduisent lnutileinent des etudes gui ant etC effectuCes ii y a 
phusieurs annCes dens d'autres parties dii monde exactement dens le mime but. Par 
exeinpie, ii existe une abondante documentation sur la toxicitC lCtale i isegard  dee 
espèces marines de polluants très rCpandus bela que lee inCtaux lourds et lee 
pesticides. Rien ne perinet de supposer que, de maniCre gCnCrale, lee espices 
mCditerranCennes aient une vulnCrabilité aux polluants trae diffCrente de celle des 
especes d'autres regions. Dens certains can mime, lee etudes toxicologiques publiCes au 



cours des vingt dernires années indiquent que les diffrences inter- et 
intra-spécitiques de vuln4rabilit6 aux polluants sont relativenent peu importantes. 
Cela donne a penser que lorsque l'on s'occupe de mesurer la toxicit4 ltaie de polluants 
de type courant teis que les métaux lourds et de nonibreux pesticides a l'qard des 
espces m&Iiterranéennes, on n'utiiise peut-&tre pas au mieux len ressources mat&ieiles 
et huinaines gui pourraient 9tre consacres des activités plus utiles. 

3.3 Surveillance continue des effets toxiques des polluants sur ies populations 
n a tu relies 

L'étude de la bioaccumuiation des poiluants dana les organismes aquatiques est Un 

aspect important des recherches toxicoloqiques puisque les poiluants sont évidemnient 
dépourvus d'effets s'ils ne pnètrent pan dans lea tissus vivants. En consequence, on 
s'est beaucoup attachC a surveiller les concentrations de pailuants presentes dana lea 
tissus d'orqanismes vivants provenant de populations naturelies, en partie dans le but 
de contr&ler et surveiller la pollution et en partie pour se rendre compte des 
consequences possibies pour la sante publique. Une documentation considerable a 
recueillie sur les Concentrations de poiluant presentes dana lea tissus d'espces vivant 
dans de noinbreuses zones de la Mediterranee. 11 importe toutefois de determiner la 
correlation entre les concentrations de polluants mesurées dana len tissus vegetaux et 
animaux et l'existence d'effets toxiques ayant des repercussions ecologiques. Pour 
s'attaquer I ce problème, ii peut 9tre utile d'entreprendre des recherches dans 
piusieurs domaines a la fois. 	Des etudes de longue duree sur la dynamique des 
populations d'espaces vivant dans des zones polluées et non polluees de la MCditerranée 
sont nécessaires pour determiner si lea populations vivant dana lea premieres sont 
écologiquement affectées par le degré existant de pollution. Par exemple, ii peut etre 
profitable d'entreprendre des etudes sur la densité des populations, la composition par 
age, le taux de croissance et le succès de la reproduction de certaines espèces 
conjointement a des etudes suivies sur la bioaccumulation. 	Ii peut atre utile 
d'effectuer en outre des 6tudes dans des écosystèmes contrôlés, en milieu naturel et au 
laborato ire. 

Ii eat néanmoins evident que Ten recherches de ce type demandent beaucoup de temps 
et coOtent cher; ii pourrait donc tre avantageux d'étudier lea possibilits d'emploi de 
méthodes Pius rapides pour déceler les effets toxiques sublétaux dana les populations 
naturelies exposées a la pollution. Plusieurs techniques ant été réceminent mines au 
point a cet effet. Citons par exemple la mesure de Ta teneur en métallothionine den 
tissus, gui donne une indication du degre d!exposition  des organisines a la pollution par 
des mCtaux lourds (voir par exemple Howard et Nickless, 1975; Olafson et al., 1979; 
Rriesijadi, 1980; Roch et al., 1982; Roch et McCarter, 1984); l'utilisation de techniques 
gCnotoxicologigues (Rohn et al., 1976; Zahn et al., 1981, 1982, 1983; Hoehn-Bentz et 
al., 1983; Kurelec et al.. 1983); et l'utilisation den oxidases a fonction mixte pour 
obtenir une indication de l'exposition au PAH et au PCR (Nebert et Gelboin, 1968; Payne 
et Penrose, 1975; Kurelec et al., 1977; Kezic et al., 1983). Quelgues leboratoires de 
la region rnCditerranêenne ant deja commence A utiliser ces techniques. Toutefoig, bien 
que l'on reconnaisse qu'elles pourraient &tre extrement utiles, elles exigent des syens 
techniques très iniportants et un personnel qualifié. Ii faudrait peut 6tre etudier de 
plus près leurs possibilités d'emploi dana la zone mediterraneenne. 

4. BIOCCUMULATION DE CONTh14INMTS DNS DES ORGANISMES MARINS 

Divers facteurs peuvent contribuer a la bioaccumulation de contaminants dans les 
organismes marina. 

La temperature de l'eau ambianle exerce une influence sur le métabolisme des 
organismes vivants et, par consequent, sur l'absorption et l'éliinination des 
contaminants. Certaines differences entre lea concentrations de contaminants trouvées 
dans des sujets de Ia mime espèce a ditfCrentes saisons peuvent 8tre attribuCes aux 
differences de temperature gui affectent le métabolisme des graisses. Si les teneurs en 
oxygène dissout sont suftisanunent faibles pour affecter les processus respiratoires, la 
bioaacumulation des contaminants peut en tre influencée. Quciique le pH de l'eau de mer 
soit en qénéral très constant, ii peut y avoir des variations locales dana des zones 
particulières. Celles-ci peuvent influencer iridirectement Ia bioaccumulation, puisque 



le pH ESt l'un des principaux facteurs qui déterm&nent le degré auquel certains 
polluants, en particulier lea métaux, ferment des complexes inorganigues ou 
organométalliques, influençant ainsi l'assimilabilite biologique du contanunant. Lea 
varlatiOn5 de la salinitd, là o cues se produisent, peuvent égalernent avoIr une 
influence indirecte sur la bioaccumulation, 4tant donn4 que l'adaptation a urie salinit46  
anormale peut nécesaiter on considerable ajustement du métabolisme. 

Outre lea facteurs abiotiques précitCs, Ia bioaccumulatic'n peut tre conditionnée 
par l'état biologique de l'organisme considéré. Paxexempie, on observe frCquemment des 
correlations entre lea concentrations de contaminantas présenteS dana lea tissus et 
l'àge ou la taille de l'organisme. Des differences entre lea concentrations de 
contaminant présentes dana l'ensemble de l'organisme ou dana des tissus déterminés sont 
également possibles selon le stade du cycle biologique. Par exemple, avant la formation 
et la maturation des gonades chex le poisson, Ia nourriture eat stockée sous Ia forme de 
graisses dana Ic toie et dana d'autreS parties du corps. Cela pourrait influencer le 
stockage des composes organiques et organométalligues dont beaucoup ont one forte 
affinité pour les lipides. Avant et pendant la période de reproduction, les reserves 
alimentaires sent mobilisées et redistribuées, ce gui aura óvidemment one influence sur 
les concentrations de contaminants dCcelées dana des tissus particuliers, par exemple 
lea gonades. C'est là l'une des explications de la grande variabilité des résultats 
communiqués en ce qui concerne lea concentrations de contaminants trouvCes dana de 
nombreuses espàces. 

Etant donné cc gui précàde, la reunion a formulC lea recornmandations suivantes pour 
is surveillance des concentrations de polluants dana lea organismes marina: 

Des informat ions appropriées sur lea conditions de milieu (par exemple 
temperature, salinité, teneur en oxygène dissout, concentrations de 
matières organiques etc.,, selon le cas) doivent itre recueillies, de 
prférence non seulement su moment de l'échantillonriaqe, mais aussi, si 
possible, pendant is pCriode précédant l'échantillonnage. 

Lea données biologiques cl-apses doivent 9tre recueillies: longueur, 
poids, sexe et maturité des specimens. Si possible, l'àge des specimens 
Sera estijné. 

On s'eftorcera cVanalyser non seuleznent Ia chair, mais aussi d'autres 
tissus et organes (par exemple foie, gonades) scion lea besoina. 

Etarit donné gue des dCpôts ct/eu de la nourriture seront presents dana le 
tube diqestif des sujets, il conviendra de lea retires avant l'analyse. 

On analysera a la fois des échantillons d'une espèce individuelle et des 
Cchantillons composes. Ces derniers seront constituCs d'au moms 10 
sujets de la rnême taille. Pour lea échantillons d'especes individuelles, 
un minimum de 10 sujets est éqalement recommandé. 

Ii 	conviendra 	d'examiner 	l'influence 	Cverituelle 	de 	lsactivité 
reproductrice sur lea résuitats des analyses. Par exemple, chaque fois 
que possible, des Cchantillons seront prélevés avant 1  pendant et apses 1€ 
fraii on notesa aussi chaque fois que possible, si les specimens sont au 
stade de la reproduction. 

La validité des résultats des etudes toxicologiques depend dana une trCs large 
mesure des mCthodes employees. Le manque de personnel gualif IC et de moyena matériels 
dana certains laboratoires explique en partie la valeur douteuse des rCsultats de 
nonbreuses recherches. 

Il eat possible de se xnettre d'accord sur certaina criteres méthodologiques minimaux 
auxquels devraient satisfaire tous lea laboratoirea gui entreprennent des recherches 
toxicoloqiques. Le travail de recherche ne devrait être encourage que lorsqu'il a etC 
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établi que ces specifications peuuent tre satisfaites et las instituts gui ne sent pas 
en TT%esure de s'y conformer devraient étre incites a so doter des moyens nécessaires. 

De nombreuses etudes toxicologiques font double l'emploi avec des recherches en 
cours ou déjà achevCes at publiées ailleurs. Toutefois, des recherches toxicologiques 
sur certaines questions précises so justifieraient dans la zone niéditerranéenne et ii 
faudrait los encourager. 

Indépendamrnent des critêres méthodologiques fondanientaux, le degré souhaitable de 
normalisation des mCthodes est en fonetion des objectits de I'étude. Sans La mesure oi 
elle est praticable, Ia normalisation des épreuves de triage rapide effectuées a des 
fins juridiques et adsinistrati.ves présente, par exemple, certains avantages et devrait 
tre encouragée. Certaines recherches toxicologiques sont destinées a faciliter 

l'évaluation des risgues pour l'environnement ou l'établissement do critéres de qualité 
des eaux. En tel cas, une approche plus diversifiée eat alors desirable, sous reserve 
qua les specifications méthodologiques miniSiales scient satisfaites. 

Certains themes do recherche ont été jugés particuliêrement intéressants en Ce gui 
concerne La Méditerranée at les laboratoires participants devraient etre incites a 
intensifier leurs travaux dans ces domaines (voir sections 3.1 et 3.2). 

Quelgues laboratoires se detent actuellement des rnoyens techniques at des 
conipétences nécessaires pour l'emploi de certaines techniques et il y a lieu cle las 
encouraqer. 

Sans l'avenir prévisible, le niveau de competence technique des laboratoires restera 
probablement très variable. Mais si n'importe quel laboratoire s'efforce de s'aligner 
sur les autres, par exeniple en se procurant un équipement co6teux et spécialisé, ii 
n'utilisera pas forcément au rrLieux see ressources limitées. En outre, de nombreuses 
etudes jugCes souhaitables exigent des mayens que ne peut posséder us laboratoire 
isolC. 11 faut done promouvoir la collaboration entre les institutions, non seulement 
dens le dosaine de la recherche mais aussi pour la formation du personnel scientifique 
et technique. 

Lea propositions en vue d'entreprendre telle ou telle recherche ne devraient tre 
appuyées qua si elles rCpondent A certains critères énoncés dans le present rapport, a 
savoir l'acceptabilité des m6thodes gui seront employees et la demonstration qua l'étude 
envisagCe sera conforme a un ou plusiours des objectifs ériumérés a Ia section 3. 

Des donnCes considérables oct été recueillies sur las concentrations de polluants 
présentes dane les tissus des organisnies végétaux et aniniaux de Ia Méditerranée. Leur 
valeur est limitée, et cela pour diverses raisons. Des facteurs tels quo la taille, 
l'ge, l•t:at physiologique, le stade gui a été atteirit dens le cycle de reproduction et 
len conditions de milieu ont, comma on le sait, une forte influence sur le znétabolisme 
et la distribution des mdtaux et autres substances toxiques dana len organismes matins. 
Toutefois, las donnCes pertinentes no sont pan toujours collectées a l'occasion du 
prClêvement do l'erganisme dens le milieu. En consequence, ii est souvent difficile de 
dize si las differences entre los concentrations de polluants trouvées dens des 
organisines provenant de zones diffCrentes sexpliquent par dos degree différents ae 
contamination de l'environneinent ou par d'autres facteurs. 

6. PECOMMANDATIONS 

Sur los bases do ces conclusions, la reunion a formulé los recominandations suivantes: 

les laboratoires devraient 9tre encourages a so doter des moyens 
techniques nécessaires pour utiliser des méthodes de recherche 
appropriCes, ce qui permettra d'améliorer la qualité et la fiabilité des 
résultats; 

ii importe do normaliser len protocoles des épreuves de toxiCit a l'égard 
d'orqanismes marins effectuées dens us but de triage rapide at intéressant 
des substances telles qua len dispersants des hydrocarbures et quelques 
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autres, dana lea cas o6 lea résultats peuvent avoir une importance 
juridique ou administrative, plutt que strictement biologique. La FAQ 
devrait preparer un document décrivant en dtai1 lea méthodes recorrtmandées 
pour lea épreuves de triage rapide, analogue celui gui a été préparé par 
1'OCDE pour lea organisues d'eau deuce (Guidelines for Testing of 
Chemicals); 

C) 	il est souhaitabiLe de varier Lea apptoches adoptées pour les etudes de 
toxicité (par exeniple étude de la toxicit6 aigu4 et chronique, etudes en 
Ccosystmes contrôlés, etudes de la bioaccumulation) effectuées sur 
diverses espces, math il faut prendre soin dséviter  les doubles emplois; 

La préférence doit étre donnée aux etudes effectuées dana des conditions 
analogues aux conditions naturelles, ou dont lea résultats soient 
facilement utilisables dana lea conditions naturelles, par exemple dana le 
cadre dsun  programme déva1uation progressive des risques pour 
1 'environnement; 

jl faut s'etforcer de determiner si lea concentrations observées de 
polluants dana lea populations naturelles sent associées a des effets 
toxiques sublétals (par exemple en effectuant des etudes écologiques de 
longue durée et des etudes dana des écosystêmes contr6l4s, cu en utilisant 
des techniques biochimiques, physioloqiques, imniunotoxicologiques Cu 
génotoxicciogiques); 

ii faudrait étudier de prês lea substances énumérées dana les annexes au 
protocoles de La Convention de Barcelone, étant donné l'insuffisance des 
informations A leur sujet; 

Ia collaboration interinstitutions pour la conduite de certains projets de 
recherche devrait C5tre encouragée, car l'étude de nombreuses questions 
importantes exige des moyens qui ne sont pas a la portée d'un laboratoire 
isolé; 

la collaboration interinstitutions pour la formation des chercheurs et des 
techniciens eat scuhaitable. Les visites rendues 	titre indivjduel cu 
par petits groupes dana d'autres laborathires participants pour s'y 
familiariser avec des technique5 particulires, devraient etre encouragées; 

les instituts de recherche, ainsi que lea chitnistes et lea biologistes 
devraient se mettre d'accord sur des méthodes détaillées d'échantillonnaqe 
des substances biclogiques et d'analyse des agents de pollution dana lea 
tissus. 

Ies recommandatioris a), g) et h) sent jugées particulièrement importantes. 
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ANNEXE I 

SUGGESTIONS METHODOLOGIQUES ET EXEF4PLES D'EPREUVES DE TOXICITE AIGUE 
A L'EGARD DES ORGN1SMES MAR1NS UTILISABLES 

DANS UN BUT DE TRIAGE RAPIDE 

N.B. Les suggestions ci-dessous ne sent valables gue Si les principes gnraux indiqués 
a la section 2 du present rapport sent egalement observes. 
Organ ismes 

Les Cpreuves de toxicité devraient tre effectuées sur des organismes representatifs 
de trois niveaux trophiques differents: producteurs primaires, consommateurs primaires 
et consomrnateurs secondaires (principalement les poissons). 

tes critres ci-aprs sent importants pour le choix des organismes i utiliser pour 
les épreuves: 

- 	us doivent tre faciles 	se procurer tout au long de i'annee; 

- 	us doivent 	tre faciles a heberger au laboratoire dans des conditions 
controlees; 

- 	i15 doivent 6tre facile a identifier taxononiiquement (espces); 

- 	leur bioloqie doit tre bien connue, autrenient dit II faut &tre suffisamment 
renseigne sur leur physiologie normale, leur écologie, leurs antecedents etc.; 

- 	ii est souhaitable d'utiliser du materiel genetiquement hcmogne; 

- 	on utilisera si possible des organisnies se trouvant 	des stades précoces et 
vulnérables de leur cycle bioloqique; 

- 	on utilisera si possible des organisines Pco5Inopo1itesN, autrement dit des 
espêces abondamment représentées dans toute la inediterranee. 

Producteurs primaires 

Plusieurs algues planctoniques sent actuellement utilisées pour les êpreuves dans 
des conditions normalisé.s. Par exemple, ii est facile de Se procurer des cultures 
pures de la chlcrophycée Dunaliella tertiolecta et des diatomées Phaeodactylum 
tricornutum et Skeletoriema costatum euprs des institt.tm de bolanigue et de biologic 
marine. Une mthode simple de culture est decrite dans w Marine Algal Assay Procedure's 
(US EPA, 1974). 

Les modes opCratoires adoptés pour les épreuves de toxicit4 pcurraient 	tre 
analogues A ceux gui ant Cté proposes par 1OCDE pour les algues d'eau douce dana sea 
directives pour le testaqe des produits chimiques (Guidelines for Testing of Chemicals, 
OECD, 1981). 

Consommateurs primaires 

Divers invertébrés marina peuvent étre proposes, par exemple: 

- 	Artemia saUna; 

- 	les copépedes planctoniques ou autres crustacés phytophages; 

- 	les inollusques; 

- 	lea Oursins. 
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Les méthodes de culture d'Artemia et de testage de la toxicité 	son égard sont bien 
connues. Pour d'autres organismes animaux, ii est n&essaire de determiner clairement 
Ia sensibilité et les reactions. 

ii iniporte d'utiliser des échantillons homogènes (stade de développement et 
catégorie de taille). 

Si l'on utilise des organismes animaux provenant du milieu naturel, us doivent etre 
prélevés dans des zones non pollués. 

c) Poissons 

Pour les épreuves tie toxicité, on utilise habituellement de jeunes specimens de 
mulet (genre Mugil ou Liza), tie 6 1 8 cm tie long. D'autres espèces peuvent Ctre 
employees si elles possèdent les caractCristiques généralement souhaitables pour les 
orgarlismes tie laboratoire. Des espèces commerciales provenant d'établissements 
d'aquaculture (par exemple Dicentrarchus labrax) peuvent Cgalement étre très utiles. 

conditions expérimentales 

L'eau tie mer synthétique et l'eau tie men naturelle prélévée dans des zones non 
polluCes Sont toutes deux acceptables pour les épreuves de toxicité. Ii peut-être 
nécessaire de filtrer l'eau de men naturelle pour éviter la presence tie matières 
réduites en particules et tie populations planctoniques naturelles, en particulier pour 
l'expérimentation sur des algues. Lorsque L'on utilise de lteau tie men synthétique, ii 
faut prendre soin tie l'équilibren convenablement avec de l'air avant utilisatjon et 
d'éliminer par filtration tout précipité qui aurait Pu me former. Le rapport entre 
quantité deau et poids des organismes introduits ne devrait pas dépasser 0,5 g 
d'organisme (poids maim) par litre d'eau. 

La salinhté doit étre contrlée et consignee; elle doit normalement me situer aux 
alentours des niveaux typiques pour la Méditerranée (38 O/ 5). 

La temperature doit étre contrôlée et consignee pendant La durée de l'expénience et 
mile ne devrait pam varier tie plus tie ± 1 0C. Les conditions tie temperature doivent 
être clairement précisées dans la presentation des résultats. 

Selon Le type d'épreuve et d'organisme on pourra opérer sous éclairement permanent, 
avec alternance tie iumire et d'obscunité ou dans Fobscunité pemmanente. Les 
conditians d'éclaireinent doivent &tre consignées. 

La teneur en oxygène doit tre mesurée chaque jour; elle doit s'établir a au moms 
70 pour cent tie la saturation tout au long tie l'expérience. 

Si l'on utilise tie l'eau tie rner artificielle, le pH doit 4tre contr616 et inaintenu 
8,2 (±0,2). En général, ii sera possible de i'ajuster par aeration. 

La concentration du produit chimique testé doit étre d'au moms 80 pour cent de la 
concentration initiale tout au long de l'expérience. rl est préfCrable tie la mesurer 
r6gu1irement au cours tie l'expérience. 

11 convient d'adopter ties dispositifs permettant tie maintenir cette concentration 
plus de 80 pour cent (écoulement continu ou semi-continu si nécessaire). 

Les organismes doivent étre acclimates a l'eau utilisée pour les épreuves pendant 
une période appropriée qui depend du type d'organisme (par exemple deux jours pour les 
crustacés planctoniques, au moms cinq jours pour les poissons). 

Il convient tie consigner le taux tie mortalitC au cours de la pCriode d'acclimatatjon. 

Normalement 1  les organismes animaux ne doivent pam étre nourris pendant 1mm 24 
heures prCcédant les experiences, ni pendant les experiences e1les-mmes. 
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