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AVIS

de I’Agence nationale de sécurité sanitaire de I’alimentation,
de I’environnement et du travail

relatif aux études des alternatives potentielles au formaldéhyde en anatomie et cytologie
pathologiques humaines

L’Anses met en ceuvre une expertise scientifique indépendante et pluraliste.

L’Anses contribue principalement a assurer la sécurité sanitaire dans les domaines de I'environnement, du travail et de
I'alimentation et & évaluer les risques sanitaires qu’ils peuvent comporter.

Elle contribue également a assurer d’'une part la protection de la santé et du bien-étre des animaux et de la santé des
végétaux et d'autre part a I'évaluation des propriétés nutritionnelles des aliments.

Elle fournit aux autorités compétentes toutes les informations sur ces risques ainsi que I'expertise et I'appui scientifique
technique nécessaires a I'élaboration des dispositions |égislatives et réglementaires et a la mise en ceuvre des mesures
de gestion du risque (article L.1313-1 du code de la santé publique).

Ses avis sont publiés sur son site internet.

L’Anses a été saisie le 09 octobre 2014 de maniére conjointe par la direction générale du travail
(DGT), la direction générale de la santé (DGS), la direction générale de la consommation, de la
concurrence et de la répression des fraudes (DGCCRF) et la direction générale de la prévention
des risques (DGPR), pour la réalisation de I'expertise suivante : « Demande d'avis relatif a
I'utilisation de substituts au formaldéhyde dans différents secteurs d’activité ».

1. CONTEXTE ET OBJET DE LA SAISINE

Le formaldéhyde a été classé en 2004 par le Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC) dans le groupe 1 des cancérogénes aveérés pour I'espéce humaine et cette classification a
été confirmée en octobre 2009 sur la base de l'induction de tumeurs du nasopharynx et de
leucémies. Au niveau européen, une évolution du classement de cancérogéne de catégorie 2 a
cancérogéne de catégorie 1B a été adoptée par le réglement (UE) n° 605/2014 de la Commission
du 5 juin 2014 modifiant, aux fins de son adaptation au progrés technique, le reglement CLP.

En France, l'arrété du 13 juillet 2006 a ajouté « les travaux exposant au formaldéhyde » a la liste
des substances, mélanges et procédés cancérogénes au sens de l'article R. 4412-60 du code du
travail. La recherche de substitution des agents cancérogénes, mutagénes ou toxiques pour la
reproduction (CMR) de catégorie 1A ou 1B est une obligation qui s'impose a I'employeur. Elle est
énoncée dans les principes généraux de prévention a l'article L. 4121-2 du code du travail et est
renforcée a l'article R. 4412-66. Ainsi, 'employeur doit pouvoir justifier des démarches fructueuses
ou infructueuses qu’il a entreprises en vue de la substitution de tous les agents ou procédés CMR
de catégories 1A et 1B inventoriés sur le lieu de travail. Le résultat de ces investigations doit,
notamment, figurer dans le document unique d’évaluation des risques. Seul un argumentaire

Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail,
14 rue Pierre et Marie Curie, 94701 Maisons-Alfort Cedex
Téléphone : + 33 (0)1 49 77 13 50 - Télécopie : + 33 (0)1 49 77 26 26 - www.anses.fr



Avis de ’Anses
Saisine n°® 2014-SA-0236

technique fondé est recevable pour justifier de la non-substitution d’'un agent ou procédé CMR de
catégorie 1A ou 1B par un agent ou un procédé non ou moins dangereux.

Lorsque la substitution s’avére impossible, 'employeur doit mettre en ceuvre tous les moyens
permettant de réduire I'exposition en utilisant des mesures de prévention et de protection adaptées
(systéme clos, autres moyens de protection collective, puis moyens de protection individuelle mais
également formation et information du personnel, surveillance médicale).

Compte-tenu de ces nouvelles informations sur les propriétés de danger du formaldéhyde et la
priorité a la substitution en matiére de gestion des risques professionnels, I'’Anses a été saisie, en
date du 09 octobre 2014, de maniére conjointe par la direction générale du travail (DGT), la
direction générale de la santé (DGS), la direction générale de la consommation, de la concurrence
et de la répression des fraudes (DGCCRF) et la direction générale de la prévention des risques
(DGPR), pour une « Demande d’avis relatif a l'utilisation de substituts au formaldéhyde dans
différents secteurs d’activité ».

Il est demandé a I’Anses d’éclairer les pouvoirs publics :

e sur l'intérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour le diagnostic en matiere
d’anatomie et cytologie pathologiques dans les situations de routine et dans des situations
particulieres pour lesquelles le formaldéhyde reste indispensable et qu’il conviendra de
préciser ;

e sur lintérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour les actes de
thanatopraxie, avec un état des lieux sur les travaux en cours au niveau européen dans le
cadre du reglement biocide en matiére d’évaluation de la substance active formaldéhyde
(TP 2, 3, 20 et 22). Par ailleurs, les directions souhaiteraient disposer, dans le cadre des
travaux menés sur les substituts au formaldéhyde en anatomie et en cytologie
pathologiques, d’'une analyse sur les possibilités d’utilisation de ces substituts dans certains
types de produits biocides, et notamment en TP 22, et sur les conséquences éventuelles
en termes de toxicité et d’écotoxicité ;

e sur lintérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour lutilisation en
alimentation animale en tant qu’auxiliaire technologique pour la protection contre la
dégradation ruminale, en tant qu’additif conservateur, en tant qu’additif d’ensilage et en tant
qu’additif visant a limiter ou a réduire la charge microbienne des organismes pathogénes
présents dans les aliments des animaux ;

e sur lintérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour lutilisation en
alimentation humaine en tant qu’auxiliaire technologique pour d’'une part la fabrication de
certains alginates et d’autre part Il'utilisation comme bactériostatique dans la filiere du
secteur du sucre ;

Les utilisations du formaldéhyde dans les 4 secteurs d’activité précédemment décrits s’inscrivent
dans un contexte ou deux réglementations s’opposent. En effet, il existe d’'une part un référentiel
international ou une autorisation de mise sur le marché qui a été délivrée par les autorités
européennes ou frangaises légitimant ces usages du formaldéhyde et d’autre part, il y a les
obligations du code du travail qui, suite a la classification du formaldéhyde, indiquent que la
premiére des actions a mener est la substitution.

Les ministéres de tutelles demandent a 'Anses de justifier I'intérét du formaldéhyde par rapport
aux autres substituts dans ces secteurs d’activités. Les experts de I'’Anses estiment que la
question posée revient a justifier I'utilisation d’'un cancérogéne de catégorie 1B par rapport a des
substituts potentiellement moins dangereux. Les experts préférent se poser la question dans le
sens inverse en identifiant des substituts moins dangereux capables de substituer la substance
cancérogéne dans les 4 secteurs d’activités.

Page 2/12



Avis de ’Anses
Saisine n°® 2014-SA-0236

Les experts de 'Anses ont développé une méthode de travail afin de pouvoir comparer et évaluer
des substituts a une substance chimique dangereuse en s’appuyant sur une revue de la littérature.
La description de cette méthode fait I'objet d’'un rapport de I'Anses intitulé « Document
méthodologique de comparaison des alternatives a une substance chimique » (Anses 2018).

La méthode a été appliquée aux substituts identifiés dans les secteurs d’activités ciblés dans la
saisine.

Le présent avis détaille la partie de la saisine 2014-SA-0236 relative a I'application de la méthode
aux alternatives potentielles au formaldéhyde dans le secteur de l'anatomie et cytologie
pathologiques humaines.

2. ORGANISATION DE L’EXPERTISE

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
Prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

L’expertise reléve du domaine de compétences des comités d’experts spécialisé (CES)
« Caractérisation des dangers des substances » (CES Substances) et « Valeurs sanitaires de
référence » (CES VSR) depuis septembre 2017. L’Anses a confié I'expertise au groupe de travail
« Formaldéhyde et substituts ». Les travaux relatifs a la substitution du formaldéhyde en anatomie
et cytologie pathologiques humaines ont été présentés tant sur les aspects méthodologiques que
scientifiques au CES Substances les 08/12/2016 et 11/05/2017 et au CES VSR les 21/06/2018 et
18/10/2018.

Le rapport d’expertise collective a été validé pour mise en consultation publique par le CES VSR le
18 octobre 2018.

Le rapport d’expertise collective a fait I'objet d’'une consultation publique du 11/03/2019 au
11/05/2019. Les commentaires regus ont été examinés et discutés par le GT « Formaldéhyde et
substituts » puis le CES VSR qui a adopté la version finalisée le 17/10/2019.

L’Anses analyse les liens d’intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long
des travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre
de I'expertise.

Les déclarations d'intéréts des experts sont publiées sur le site internet de 'Anses (www.anses.fr).

Afin d’améliorer la compréhension de la problématique de la substitution, de collecter des
informations sur l'utilisation du formaldéhyde ainsi que sur les tentatives de substitution menées
dans le secteur de l'anatomie et cytologie pathologiques humaines, 'Anses a auditionné les
différentes organisations suivantes : le Syndicat des Médecins Pathologistes Francais (SMPF) ;
I'Institut d’Histopathologie de Nantes (IHP); le Club des Cadres d’Anatomie et cytologie
Pathologiques (CCAP) et la société Microm Microtech France (MM France).

3. ANALYSE ET CONCLUSIONS DU CES

Trois phases d’activité distinctes permettant de décrire les différentes étapes suivies par un
échantillon de son prélévement jusqu’a son élimination ont été identifiées :

e la phase pré-analytique qui consiste a collecter et a transporter le prélévement vers les
laboratoires d’analyses ;

e la phase analytique qui consiste a préparer les échantillons et a mener des analyses de
type tissulaire, cellulaire et moléculaire a des fins de diagnostic ;

e la phase post-analytique qui correspond a I'élimination des déchets et a la conservation par
archivage des échantillons.
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La méthode de comparaison des alternatives (Anses 2018) n’a été appliquée que sur les 2
phases dans lesquelles le formaldéhyde est potentiellement utilisé, c'est-a-dire au cours de la
phase pré-analytique et au cours de la phase analytique.

m La substitution du formaldéhyde dans la phase pré-analytique

Le prélevement est réalisé principalement dans des blocs opératoires (hopital ou clinique) ou lors
de consultations médicales en cabinet libéral. Les échantillons tissulaires (piéces opératoires ou
biopsies) ou cellulaires sont potentiellement fixés et conservés dans une solution de formaldéhyde
a 4% avant d’étre transportés vers les laboratoires pour étre analysés.

La méthode de comparaison des alternatives (Anses 2018) a été appliquée a la phase pré-
analytique.

e L’identification des alternatives

Au regard des données collectées, trois procédés alternatifs ont été étudiés : le transfert direct de
la piéce fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses ; la conservation de la piéce
fraiche a 4°C ainsi que la technologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C.

La technologie de mise sous vide couplée avec [l'utilisation de fixateur, de flaconnage avec
insertion automatique de fixateur ou encore de distribution automatique de fixateur utilisent toutes
les trois du formaldéhyde. Le GT a considéré qu’il s’agissait de procédés permettant de réduire les
expositions au formaldéhyde sans toutefois s’y substituer. Par conséquent, ils n'ont pas été
étudiés dans la suite de la méthode comme alternatives.

e Mise en ceuvre de I'étape séquentielle

La premiére étape séquentielle de la méthode consiste a étudier les différentes alternatives au
travers de 3 modules successifs contenant chacun des critéres d’exclusion.

Le premier module « capacités techniques » consiste a exclure les alternatives qui n’assurent
pas les fonctions essentielles recherchées par I'utilisation de la substance a substituer, c'est-a-dire
maintenir l'intégrité des prélévements et leur conservation jusqu'a leur fixation. Ainsi, la
préservation de la morphologie des tissus, des protéines et des acides nucléiques sont les 3
critéres retenus pour comparer les capacités techniques des alternatives a celles du formaldéhyde.
Pour pouvoir comparer les capacités techniques des 3 procédés alternatifs, les experts de 'Anses
ont associé a chacun d’entre eux une durée au-dela de laquelle la préservation de I'échantillon ne
peut plus étre garantie. Ainsi, le procédé de transfert direct de la piéce fraiche a température
ambiante avant analyse a été classé 4 « capacités techniques supérieures » lorsque la piéce est
transférée au laboratoire et fixée en moins d’une heure. La conservation de la piéce fraiche a 4°C
a été classée 4 « capacités techniques supérieures » lorsque la piéce est transférée au laboratoire
et fixée en moins de 2 heures. La technologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C a
également été classée 4 « capacités techniques supérieures » lorsque la piéce est transférée au
laboratoire et fixée dans les 72 heures.

Ainsi les 3 procédés alternatifs ont été évalués comme ayant des capacités techniques
supérieures a celle du formaldéhyde. En effet, contrairement a la fixation des tissus qui peut
dégrader et fragmenter les ARN, ces 3 alternatives permettent de préserver les acides nucléiques
lorsqu’elles sont utilisées dans les délais impartis.

Le second module « réglementation » consiste a exclure des alternatives interdites par une

réglementation nationale ou internationale. Aucune réglementation interdisant ces trois alternatives
n’ayant été identifiée, elles ont pu étre étudiées au travers du module suivant.
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Le troisiéme module « danger » consiste ensuite a exclure les alternatives qui sont autant ou plus
dangereuses que le formaldéhyde par l'utilisation de I'outil QCAT. Cet outil n’a pas été appliqué
puisque les 3 alternatives n’utilisent pas de fixateur chimique.

Au final, les 3 alternatives ont pu étre étudiées dans I'étape suivante dite étape simultanée.

e Mise en ceuvre de I'étape simultanée

La seconde étape de la méthode consiste a comparer en paralléle les 3 alternatives au travers de
4 modules.

Concernant le module « danger », 'outil GreenScreen n’a pas pu étre directement appliqué a
'ensemble des alternatives car ce sont des procédés n’utilisant pas d’agents chimiques. Aucun
danger de nature chimique n’étant identifié, ces alternatives se voient attribuer la classe finale de 4
« substance chimique peu dangereuse ».

Concernant le module « estimation des colts de substitution », les experts de I'Anses
soulignent que le transport des prélévements va étre un enjeu majeur dans I'estimation des colts
de substitution. La nécessité de transporter les piéces existe majoritairement dans le cas d’un
établissement ne possédant pas de laboratoire d’analyse au sein de sa structure. Ainsi, les experts
de I'Anses ont distingué deux types de scénarios pour estimer le colt des alternatives au
formaldéhyde. Le premier scénario concerne les établissements possédant un laboratoire in situ et
le second concerne les établissements ne possédant pas de laboratoire au sein de leur structure.
Dans les deux scénarios, la technologie de mise sous vide couplée a 4°C est classée 1 « colts
relatifs les plus élevés ». Le transfert de la piéce fraiche a température ambiante avant analyses
ainsi que la conservation de la piéce a 4°C restent classées de la méme maniére dans les deux
scénarios. C’est a dire soit dans la classe 4 : « colt relatif les moins élevés » dans le cas ou les
établissements possédent leur laboratoire in situ ou soit dans la classe 2 «colt relatif
moyennement élevés » dans le cas ou les établissements doivent organiser un transport journalier
a 4°C des échantillons vers le laboratoire d’analyses.

Concernant le module « conditions d’exposition », les critéres du module n’ont pas pu étre
directement appliqués aux alternatives car il n’y a pas de substances chimiques mises en ceuvre
dans les procédés alternatifs. Une classe 4 « conditions d’exposition estimées négligeables » a été
attribuée a I'ensemble des procédés alternatifs.

Le module « autres impacts » souligne que, quelle que soit la solution de substitution retenue,
elle aura des impacts sur I'organisation des flux et notamment sur I'organisation des transports et
des programmes de prélévements qui devront étre optimisés pour préserver les échantillons. Par
ailleurs, la chaine du froid devra étre respectée jusqu’au laboratoire d’analyses dés lors qu’'une
alternative mettant en ceuvre une conservation a 4°C est choisie. Enfin, le module souligne que la
problématique du risque biologique semble étre le risque le plus important a prendre en compte en
cas de substitution du formaldéhyde a cette étape. L’absence de propriété biocide des alternatives
conduit a un risque biologique qui doit faire I'objet d’'une attention particuliére dans le cadre de
I'évaluation des risques. Cependant, les experts de I'’Anses estiment que le risque biologique n’est
pas majoré en raison de la mise en ceuvre des régles d’hygiéne et de sécurité du personnel et des
contraintes réglementaires relatives a 'emballage multiple et aux transports (transport par route,
Arrété Transport des matieres dangereuses Accord pour le transport des marchandises
Dangereuses par la Route (TMD ADR)).

En conclusion, des alternatives a [Iutilisation du formaldéhyde existent aujourd’hui pour
'ensemble des phases pré-analytiques dés lors que le temps entre le moment de I'exérése et la
mise en contact avec le fixateur (temps d’ischémie) ne dépasse pas 72 heures.
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e Présentation finale des résultats

Conformément a la méthodologie de comparaison des substituts, les résultats finaux sont
présentés dans des tableaux qui présentent les différentes alternatives avec leurs avantages et
leurs inconvénients de maniére a laisser le décideur retenir la meilleure option en toute
connaissance de cause, au regard des critéres qu’il jugera comme prioritaires et acceptables.

Tableau 1 : Comparaison des alternatives au formaldéhyde lors de la phase pré-analytique
Etablissements ayant un laboratoire in situ

Alternatives
_ Le transfert direct de
Conclusion des Formaldéhyde la piéce fraTchc—‘-1 a La cc_)‘nservaAtion qe La ’gechnologi.e de
modules température ambiante | la piéce fraiche a mise sous vide
au laboratoire avant 4°C couplée au froid a 4°C
analyses

Classe finale du
module « capacités
techniques »
Classe finale du
module « dangers »
(GreenScreen)
Classe finale du
module « conditions
d'exposition »
Classe finale du
module
« Estimation des
colts de
substitution»

Tableau 2 : Comparaison des alternatives au formaldéhyde lors de la phase pré-analytique
Etablissements n’ayant pas de laboratoire in situ

Alternatives
. Le transfert direct de
Conclusion des Formaldéhyde la piece fraiche a | La conservation de |  La technologie de
modules température ambiante | la piéce fraiche a mise sous vide
au laboratoire avant 4°C couplée au froid a 4°C
analyses

Classe finale du
module « capacités Classe 3
techniques »

Classe finale du
module « dangers »
(GreenScreen)

Classe finale du
module « conditions
d'exposition »

Classe finale du
module
« Estimation des
colts de
substitution»
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Tableau 3 : Identification des autres impacts liés a la substitution en bloc opératoire

Alternatives
c Le transfert direct de la La technologie de
onclusion . i i 2
d dul Formaldéhyde picce fraiche a La conservation de la mise sous vide
€s modules température ambiante " N s Ao : A
: piece fraiche a 4°C couplée au froid a
au laboratoire avant 4°C
analyses
» . . Réévaluation du
Réévaluation du risque fisque biologique
Réévaluation du risque biologique 9 919
biologique Nouvelles
Identification Nouvelles contraintes contraintes
des « autres Sans objet Nouvelles contraintes Temps d’ischémie Temps d'ischémie
impacts » Temps d’ischémie inférieur a 2 heures infériezr 472 heures
inférieur a8 1 heure Organisation des flux Oraanisation des flux
Organisation des flux | Respect de la chaine du Re%pect de |a chaine
froid du froid

m La substitution du formaldéhyde dans la phase analytique

Le prélévement arrive au laboratoire déja fixé au formaldéhyde ou non fixé. Dans ce dernier cas, la
fixation de la pieéce dans du formaldéhyde a 4% se déroule au laboratoire avant analyses. La piéce
fixée est ensuite analysée a travers diverses techniques.

La méthode de comparaison des alternatives (Anses 2018) a été appliquée a la phase analytique.

e L’identification des alternatives

L’analyse de la littérature scientifique a permis d’identifier 58 alternatives potentielles a I'utilisation
du formaldéhyde comme fixateur lors de la phase analytique.

En ce qui concerne la technologie de mise sous vide couplée avec l'utilisation de formaldéhyde, le
GT a considéré qu'il s’agissait d’'un procédé permettant de réduire les quantités de formaldéhyde
lors du stockage des piéces dans les laboratoires sans toutefois le substituer. Par conséquent, il
n’a pas été étudié dans la suite de la méthode.

La congélation a -80°C qui a été présentée par les parties prenantes de la profession comme une
alternative possible a I'utilisation du formaldéhyde, n’a pas été retenue en tant que telle par le GT.
En effet, une fois décongelées, les piéces doivent dans la plupart des cas étre fixées au
formaldéhyde avant d’étre analysées. Le GT a conclu que ce procédé permet de stocker les
échantillons sans fixateur mais ne supprime pas I'étape de fixation utilisant le formaldéhyde. Par
conséquent, il n'a pas été étudié dans la suite de la méthode.

e Mise en ceuvre de I'étape séquentielle

La premiére étape séquentielle de la méthode consiste a étudier les différentes alternatives au
travers de 3 modules successifs contenant chacun des critéres d’exclusion.

Le premier module « capacités techniques » consiste a exclure les alternatives qui n’assurent
pas les fonctions essentielles recherchées par ['utilisation de la substance a substituer. Un
substitut au formaldéhyde doit :

e garantir la conservation des caractéristiques morphologiques et étre compatible avec le
fonctionnement de tous les automates, les colorations standards et spéciales ;

e étre compatible avec le fonctionnement des techniques d'immunohistochimie (IHC) ;

Page 7/12




Avis de ’Anses
Saisine n°® 2014-SA-0236

e étre compatible avec le fonctionnement des techniques d’hybridation in situ (HIS) ;
e étre compatible avec le fonctionnement des techniques d’extraction d’ADN ;

e étre compatible avec le fonctionnement des techniques d’extraction d’ARN ;

e posséder un potentiel biocide ;

e garantir la conservation des échantillons pendant 10 ans pour le suivi des patients.

L’évaluation des capacités techniques des 58 alternatives, au travers de 7 critéres jugés essentiels
a conduit a ne pouvoir classer que 12 d'entre elles. En effet, bien souvent pour une méme
alternative, la majorité des critéres techniques retenus par les experts de 'Anses n’ont pas été
évalués par les auteurs.

4 alternatives (Glyo-Fixx®, RCL2-CS100®, Weigner fixateur® et ZBF®) ont été classées 1
« capacités techniques insuffisantes » et n’ont donc pas été étudiées dans la suite de la méthode.
Au final, 7 mélanges, a savoir le PAXgene®, I'Excell Plus®, le FineFix®, le Green-Fix®,
I'HydroSafe®, le RCL2® et TUMFIX® ont été classés 2 « capacités techniques inférieures » et ont
pu étre étudiés dans la suite de la méthode. Le procédé HOPE® a également été classé 2
« capacités techniques inférieures » et a pu étre étudié dans la suite de la méthode.

Le second module « réglementation » consiste a exclure des alternatives interdites par une
réglementation nationale ou internationale. Aucune réglementation interdisant pour des raisons
sanitaires ces 8 alternatives n’ayant été identifiée, elles ont pu étre étudiées au travers du module
suivant.

Le troisieme module « danger » consiste a exclure les alternatives qui sont autant ou plus
dangereuses que le formaldéhyde. Les mélanges PAXgene®; Green-Fix® et UMFIX® ont été
classés selon l'outi QCAT dans la méme classe de danger que celle du formaldéhyde
cancérogéne sur la base des propriétés neurotoxiques du méthanol présent dans les mélanges. Le
procéedé HOPE® a été également classé dans la méme classe de danger que celle du
formaldéhyde dans la mesure ou I'une des substances du mélange est classée cancérogéne de
catégorie 1B par le réglement CLP.

Au final, 'Excell Plus®, I'Hydrosafe®, le FineFix® et le RCL2® ont été identifiés comme des
alternatives pouvant étre étudiées dans la phase simultanée de la méthode.

e Mise en ceuvre de I'étape simultanée

La seconde étape de la méthode consiste a comparer les 4 alternatives au travers de 4 modules.

En ce qui concerne le module « danger », I'outil GreenScreen a permis d’attribuer une classe
finale a chacune des alternatives. L’Hydrosafe® ; le FineFix® et le RCL2® ont été classés 2 «
substance chimique trés dangereuse »' en raison de la classification « H225 — Liquide et vapeurs
trés inflammables » de I'éthanol. L’Excell Plus® a également été classé 2 « substance chimique
trés dangereuse » en raison de la classification « H341 - mutagéne de catégorie 2 » du glyoxal et
de la présence d’éthanol dans le mélange.

Concernant le module « estimation des colts de substitution », les experts de 'Anses ont été
confrontés au fait que I'Excell Plus® et 'Hydrosafe® ne sont plus actuellement disponibles sur le
marché. De plus, la commercialisation de I'Excell Plus® a été arrétée au début de 'année 2018 et
les experts de I'’Anses ont utilisé le prix d’achat du mélange a cette date pour attribuer une classe
finale au mélange. Sans aucune information réaliste sur le colt d’achat de I'Hydrosafe®, il n’a pas
été possible de comparer ce mélange au formaldéhyde a travers ce module. La classe « Non

1 pour mémoire, le formaldéhyde est en classe 1, classe correspondant aux substances chimiques extrémement
dangereuses.
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spécifié¢ par manque de données » lui a été attribuée. Au final, 'Excell Plus® et le RCL2®
présenteraient les colts relatifs de substitution les plus élevés (classe 1) et le FineFix®
présenterait des colts relatifs peu élevés (classe 4).

Concernant le module « conditions d’exposition », les experts se sont basés sur le fait que tous
les mélanges contiennent de I'éthanol, une substance trés inflammable, pour leur attribuer une
classe finale. Ainsi, les experts ont attribué la classe 3 « conditions d’exposition faibles » a I'Excell
Plus® dans la mesure ou le mélange contient moins de 10% d’éthanol. Par ailleurs, les experts ont
attribué la classe 2 « conditions d’exposition moyennes » au FineFix®, a I'Hydrosafe® et au
RCL2® dans la mesure ou les trois mélanges contiennent 70 % d’éthanol.

Enfin le module « autres impacts » souligne d’abord que deux des alternatives identifiées (I'Excell
Plus® et I'Hydrosafe®) ne sont plus disponibles sur le marché. Ensuite, il est indiqué que la
substitution du formaldéhyde va nécessiter le développement d’un nouveau standard international
afin de permettre une inter-comparaison des prélévements avec I'ensemble des structures
participant a des protocoles internationaux. Enfin, la problématique du risque biologique doit étre
prise en compte en cas de substitution du formaldéhyde. L’absence de propriété biocide conduit a
un risque biologique qui doit faire I'objet d’une attention particuliere dans le cadre de I'évaluation
des risques. Cependant, les experts de I'Anses estiment que le risque biologique en laboratoire
n'est pas majoré puisque le personnel des laboratoires peut déja étre amené a manipuler des
prélévements biologiques non fixés et suit déja les régles d’hygiéne et de sécurité relatives a ce
risque.

Les experts de 'Anses soulignent le fait que dans le cas ou les prélévements arrivent frais a
température ambiante ou a 4°C ou sous-vide a 4°C dans le laboratoire, il sera alors nécessaire
d’équiper le laboratoire de réfrigérateurs ou de chambres froides a 4 °C pour pouvoir réceptionner
les prélevements sans interrompre la chaine du froid et d’organiser le flux de traitement des
échantillons afin d’organiser leur fixation en respectant le temps d’ischémie.

En conclusion, en I'état actuel des connaissances, aucun substitut ne satisfait 'ensemble des
critéres techniques retenus par les experts de 'Anses. En effet, certaines alternatives étudiées ont
pu montrer de bons résultats uniquement sur certaines techniques analytiques mais jamais sur
'ensemble d’entre elles et les critéres « potentiel biocide » et « conservation d’un échantillon sur
10 ans » n’ont pu étre évalués par manque de données.

e Présentation finale des résultats

Conformément a la méthodologie de comparaison des substituts, les résultats finaux sont
présentés dans des tableaux qui présentent les différentes alternatives avec leurs avantages et
leurs inconvénients de maniére a laisser le décideur retenir la meilleure option en toute
connaissance de cause, au regard des critéres qu’il jugera comme prioritaires et acceptables.

Tableau 4 : Comparaison des alternatives au formaldéhyde

Conclusion des | Formaldéhyde Alternatives
modules a4% Excell Plus® FineFix® RCL2® Hydrosafe®
Classe finale du
module « capacités Classe 3 Classe 2 Classe 2 Classe 2 Classe 2
techniques »

Classe finale du
module « danger » Classe 2 Classe 2 Classe 2 Classe 2
(GreenScreen)
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Classe finale du
module Non spécifié par
« Estimation des manque de
colts de données
substitution »
Classe finale du
module «
Conditions
d’exposition »

Classe 3

Tableau 5 : Identification des autres impacts liés a la substitution

Conclusion | Formaldéhyde Alternatives
des modules a4% Excell Plus® FineFix® RCL2® Hydrosafe®
Réévaluation du | Réévaluation du | Réévaluation | o aeaion
risque biologique risque du risque biolo ICI ue
biologique biologique 919
Nouvelles Nouvelles
Identification contraintes Nouvelles Nouvelles .
. . . . contraintes
des « autres Sans objet Développement contraintes contraintes y
. ; . X Développement
impacts » d’un nouveau Développement | Développement d'un nouveau
standard d’'un nouveau d’un nouveau standard
international standard standard . .
. o, . . . . international
Disponibilité de international international . o
, : Disponibilité de
I'alternative ) X
I'alternative

Au regard de la construction trés protectrice de la méthode de comparaison utilisée (qui peut
classer dans une méme classe de danger un cancérogéne avéré et un neurotoxique avéré et
classer dans une méme classe de danger un agent chimique suspecté mutagéne et un liquide trés
inflammable), la méthode peut conduire a n’identifier qu'une liste d’alternatives potentielles trés
réduite.

De plus, la méthodologie compare uniquement les dangers de chacun des constituants connus
des mélanges de fagon individuelle sans que ne soit réalisée une évaluation des risques pour
I’'Homme et I'environnement des mélanges dans leur globalité.

m Recommandations

Pour la phase pré-analytique, au regard de [I'évaluation des alternatives a [I'utilisation du
formaldéhyde, il existe des alternatives possibles dés lors que le temps d’ischémie ne dépasse pas
72h. Le CES recommande la mise en ceuvre d’un des trois procédés alternatifs suivants :
¢ le transfert direct de la piéce fraiche a température ambiante au laboratoire avant
analyses a condition que le temps d’ischémie reste inférieur a 1 heure ;

e |a conservation de la piece fraiche a 4°C a condition que le temps d’ischémie reste
inférieur a 2 heures ;

¢ la technologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C a condition que le temps
d’ischémie reste inférieur & 72 heures.

Le CES recommande également que la fixation des piéces a analyser soit réalisée
systématiquement dans les laboratoires d’analyses.
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Pour la phase analytique, compte tenu qu’aucun substitut ne satisfait 'ensemble des critéres
techniques, le CES recommande :

o d'utiliser un ou plusieurs fixateurs alternatifs donnant de bons résultats sur des
techniques analytiques bien  spécifigues. Le CES souhaite rappeler
gu’indépendamment du fait que le décideur devra retenir en toute connaissance de
cause la meilleure option au regard des criteres qu’il jugera comme prioritaires et
acceptables, les alternatives ayant pu étre évaluées au travers de I'ensemble des
modules de la méthode sont toutes moins dangereuses que le formaldéhyde,
cancerogene avere.

Dans un obijectif de réduction des expositions au formaldéhyde lors de la phase analytique pour
les opérations de stockage des piéces fraiches lorsqu’elles sont regues au laboratoire, le CES
recommande de recourir aux techniques du froid (selon les cas, 4°C ou - 80°C).

Dans la mesure ou le risque biologique lié a 'utilisation des alternatives n’a pas été évalué dans le
cadre de ces travaux, les experts rappellent que les régles d’hygiéne et de sécurité relatives a ce
risque doivent continuer a étre mises en ceuvre dans les laboratoires.

Dans une perspective de développement de substituts, le CES recommande :

e de développer des techniques de mise sous vide couplées avec un fixateur autre que le
formaldéhyde ;

e de développer des techniques de flaconnage prét a 'emploi avec un fixateur autre que
le formaldéhyde ;

e d’encourager les travaux de recherches complémentaires sur les fixateurs ayant
démontré de trés bons résultats pour certaines techniques analytiques uniquement ;

e de mener une veille sur les fixateurs sans formaldéhyde. Les 46 mélanges identifiés
comme des alternatives potentielles qui n'ont pas pu étre évalués par les experts de
I’Anses faute de données pourraient constituer une liste de départ.

4. CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS DE L’AGENCE

L’Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail endosse
les conclusions et recommandations du CES. Par ailleurs, I'’Agence rappelle que le travail mené
consiste a coter des pistes de substitution du formaldéhyde dans le secteur de I'anatomie et
cytologie pathologiques humaines a lissue d’'une démarche multi-paramétrique englobant les
facettes de l'efficacité technique, du danger, des conditions d’exposition et d’'une approche des
colts en s’appuyant sur un état des lieux des connaissances et des auditions. L’Anses rappelle
que la décision finale de mise en application revient aux professionnels, en tant qu’employeurs, qui
peuvent par ailleurs se mobiliser au sein de la filiere pour faire progresser la mise en ceuvre
d’alternatives.

Dr Roger Genet
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MOTS-CLES

Formaldéhyde, substitution, alternative, anatomie cytologie pathologiques, santé au travail,
exposition professionnelle, comparaison de substituts, CMR, cancérogéne, mutagéne,
reprotoxique.

Formaldehyde, substitution, alternative, pathological anatomy and cytology, occupational health,
occupational exposure, comparison of substitutes, CMR, carcinogen, mutagen, reprotoxic.
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Présentation des intervenants

PREAMBULE : Les experts externes, membres de comités d’experts spécialisés, de groupes de travail
ou désignés rapporteurs sont tous nommes a titre personnel, intuitu personae, et ne représentent pas
leur organisme d’appartenance.

GROUPE DE TRAVAIL

Les travaux, objets du présent rapport ont été menés par le groupe de travail suivant :
m « Formaldéhyde et substituts »
Président

M. Jean-Francgois CERTIN — Retraité (anciennement Ingénieur conseil de la CARSAT Pays de la
Loire) — Compétences : substitution des CMR en milieu professionnel, évaluation des risques
professionnels, connaissance du secteur d’activité « anatomie et cytologie pathologiques »

Membres

M. Marc BARIL — Professeur associé a I'Université de Montréal — Compétences : Chimiste
toxicologue, hygiéne industrielle

Mme. Corine BAYOURTHE — Professeur a 'TENSA de Toulouse — Compétences : connaissance du
secteur d’activité « alimentation animale »

Mme Céline BOTINEAU — Ingénieur de prévention du risque chimique au CEA — Compétences :
évaluation des risques professionnels, connaissance du secteur d’activité « anatomie et cytologie
pathologiques »

M. Jean-Marc BRIGNON - Ingénieur et chef de 'unité « économie et aide a la décision » a 'INERIS
— Compétences : faisabilité économique de la substitution

Mme Ségoléne CALVEZ — Maitre de conférences a 'ONIRIS — Compétences : connaissance du
secteur d’activité « pisciculture »

Mme Barbara DUFEU - Ingénieur en prévention des risques professionnels a 'APHP de Paris —
Compétences : évaluation des risques professionnels, connaissance des secteurs d’activité «
anatomie et cytologie pathologiques » et « thanatopraxie »

M. Luc FILLAUDEAU - Responsable du laboratoire d’'ingénierie des systemes biologiques et des
procédés au CNRS UMR792 INRA, a 'INSA de Toulouse — Compétences : génie des procédés,
auxiliaires technologiques, connaissance du secteur d’activité « alimentation humaine »

M. Loic GARRAS - Hygiéniste industriel au sein de Santé Publique France — Compétences :
évaluation des expositions, évaluation des risques professionnels

Mme Martine GOLIRO - Ingénieur conseil a la CARSAT Bourgogne et Franche-Comté -
Compétences : substitution des CMR en milieu professionnel, évaluation des risques professionnels

M. Pierre LAMBERT — Ingénieur conseil a la CARSAT Aquitaine — Compétences : substitution des
CMR en milieu professionnel, évaluation des risques professionnels, connaissance du secteur
d’activité « anatomie et cytologie pathologiques » - Démission en janvier 2018

M. Armand LATTES - Président honoraire de la Fédération Francaise pour les sciences de la chimie
— Compétences : connaissance du secteur d’activité « thanatopraxie »

Mme Sophie LE BOUQUIN-LENEVEU — Chef d'unité « Epidémiologie et bien-étre en aviculture et
cuniculture » au Laboratoire de Ploufragan a I'Anses — Compétences : connaissance du secteur
d’activité « pisciculture »

page 3/ 163 Octobre 2019



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

M. Raymond VINCENT - Retraité (anciennement Chargé de mission a la Direction Déléguée aux
Applications (INRS)) - Compétences : chimie, métrologie des polluants, évaluation des risques
professionnels

COMITE D’EXPERTS SPECIALISE

Les travaux, objets du présent rapport ont été suivis et adoptés par les CES suivants :

m « Caractérisation des dangers des substances et valeurs toxicologiques de référence »

Président

M. Michel GUERBET - Professeur de toxicologie a 'UFR médecine pharmacie de Rouen -
Pharmacien toxicologue

Vice-président

M. Dominique LAFON — Médecin toxicologue chez Nexter Group — Médecine du travail, toxicologie,
reprotoxicité

Membres
M. Marc BARIL - Professeur associé a I'Université de Montréal — Chimiste toxicologue, VLEP

M. Sylvain BILLET — Enseignant chercheur / maitre de conférence en toxicologie a I'Université du
Littoral Cbte d’Opale — Toxicologie respiratoire, nanomatériaux

Mme Michéle BISSON — Responsable d’étude a I'INERIS — Pharmacien toxicologue, toxicologie
générale - VTR

Mme Anne CHEVALIER - Epidémiologiste retraitée de I'Institut de Veille Sanitaire

M. Francois CLINARD — Epidémiologiste a I'Institut de Veille Sanitaire — Pharmacien toxicologue,
épidémiologie, évaluation des risques sanitaires

Mme Fatiha EL-GHISSASSIi — Scientifique, Section des Monographies de IARC (IMO) Centre
International de Recherche sur le Cancer - Docteur es science en biochimie spécialiste en
cancérogénése et génotoxicité

Mme Mounia EL-YAMANI — Responsable d’unité a I'lnstitut de Veille sanitaire — Docteur es science
en biochimie, toxicologie, VLEP

M. Claude EMOND - Professeur adjoint de clinique a I'Université de Montréal — Toxicologie, modéle
PBPK, toxicocinétique, nanotoxicologie, perturbateurs endocriniens

M. Guillaume GARCON - Professeur de toxicologie a I'Université de Lille 2 — Toxicologie générale,
cancérologie, modeles expérimentaux, toxicologie respiratoire, pollution atmosphérique

M. Ludovic LE HEGARAT — Chef d’unité adjoint Toxicologie des contaminants - Anses — Laboratoire
de Fougéres- Toxicologie, génotoxicité, nanomatériaux

Mme Véronique MALARD - Ingénieur chercheur en toxicologie au CEA, Centre de Cadarache.
Docteur es science — Toxicologie « in vitro », biologie cellulaire, nanotoxicologie, protéomique.

M. Fabrice MICHIELS — Médecin du travail / toxicologue a I'’Association Interentreprises pour la Santé
au Travail 19

M. Jean-Paul PAYAN — Chef du laboratoire Pénétration Cutanée, Cinétique et Métabolisme a I'INRS,
Nancy — Pharmacien toxicologue, toxicocinétique

M. Henri SCHROEDER - Enseignant chercheur a 'URAFPA (unité de recherche animal et
fonctionnalités des produits animaux), INRA USC 340, Faculté des Sciences et Technologies,
Université de Lorraine - Pharmacien biologiste - Neurotoxicité, comportement animal, développement
cérébral, exposition périnatale
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M. Alain SIMONNARD - Pharmacien toxicologue, ERT (Toxicologue Européen agréé), retraité de
I'INRS

M. Olivier SORG — Chef de groupe de recherche a I'Université de Genéve — Docteur es science en
biochimie, toxicologie expérimentale, dermatotoxicologie

Mme Lydie SPARFEL — Professeur a I'Université de Rennes 1 / IRSET ‘Institut de Recherche en
Santé, Environnement et Travail’l UMR INSERM 1085- Pharmacien Toxicologue, immunotoxicologie,
toxicogénomique, cancérologie, biologie cellulaire et moléculaire

M. Jérbme THIREAU — Chargé de recherche au CNRS — Docteur es science, physiologie animale,
biologie cellulaire, cardiotoxicité

m « Valeurs sanitaires de référence »

Président

M. Fabrice MICHIELS — Médecin du travail / toxicologue a I'’Association Interentreprises pour la Santé
au Travail en Corréze

Membres

M. Marc BARIL — Professeur associé a I'Université de Montréal — Compétences : Chimiste
toxicologue, hygiéne industrielle

M. Stéphane BINET — Pharmacien toxicologue a la direction scientifique a 'INRS — Compétences :
toxicologie générale et industrielle

Mme Michéle BISSON — Responsable d’étude a I'INERIS — Compétences : Pharmacien toxicologue,
toxicologie générale

Mme Anne CHEVALIER — Epidémiologiste retraitée de I'Institut de Veille Sanitaire -Compétences :
épidémiologie

Mme Fatiha EL-GHISSASSI — Scientifique, Section des Monographies de IARC (IMO) Centre
International de Recherche sur le Cancer - Compétences : Docteur es science en biochimie
spécialiste en cancérogénése et génotoxicité

Mme Mounia EL-YAMANI — Responsable d’unité a Santé publique France (anciennement Institut de
Veille sanitaire) — Compétences : Docteur es science en biochimie, toxicologie

M. Claude EMOND - Professeur adjoint de clinique a I'Université de Montréal — Compétences :
Toxicologie, modéle PBPK, toxicocinétique, nanotoxicologie, perturbateurs endocriniens

M. Reginald Edward FITZGERALD — Expert en toxicologie réglementaire au Centre Suisse de
Toxicologie Humaine Appliquée - Compétences : toxicologie de la reproduction, neurotoxicité du
développement, évaluation des risques humains

M. Robert GARNIER — Médecin toxicologue, Centre antipoison de Paris - Compétences : Toxicologie
médicale — Médecine du travail

Mme Perrine HOET — Professeur a I'Université Catholique de Louvain — Compétences : médecine,
toxicologie industrielle

Mme Yuriko IWATSUBO — Médecin épidémiologiste a Santé publique France (anciennement Institut
de Veille sanitaire) — Compétences : épidémiologie des risques professionnels

Mme Cécile KAIRO — Evaluateur de risques sanitaires - (anciennement Institut de Veille sanitaire)
Compétences : Docteur en pharmacie spécialisé en environnement, toxicologie générale et
évaluation des risques

Mme Laila LAKHAL — Ingénieur INRA unité Toxalim - Compétences : Toxicologie, métabolisme,
perturbateurs endocriniens

M. Frédéric LIRUSSI — Maitre de Conférences des Universités— Praticien Hospitalier (MCU-PH) a
'UFR des Sciences de Santé & CHU de Dijon - Compétences : Toxicologie Clinique, Toxicologie
analytique, Immunité Innée, Reprotoxicité
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Mme Anne MAITRE — Professeur des Universités — Praticien Hospitalier (PU-PH) au Laboratoire de
Toxicologie Professionnelle et Environnementale, CHU de Grenoble ; Responsable de I'équipe
« Environnement et prédiction de la santé des populations », Laboratoire TIMC, Université Grenoble
Alpes — Compétences : médecine, toxicologie, IBE, métrologie des polluants, hygiéne industrielle

Mme Florence PILLIERE — Conseiller médical en toxicologie a I'INRS — Compétences : médecine du
travail, toxicologie, IBE. Décédée en mars 2019.

Mme Anne PLATEL — Maitre de conférences a la Faculté des Sciences Pharmaceutiques et
Biologiques de Lille — Laboratoire de Toxicologie Génétique, Institut Pasteur de Lille - Compétences :
Toxicologie, Génotoxicité, QSAR

M. Henri SCHROEDER - Enseignant chercheur a 'TURAFPA, INRA USC 340, Faculté des Sciences
et Technologies, Université de Lorraine - Pharmacien biologiste - Compétences : Neurotoxicité,
comportement animal, développement cérébral, exposition périnatale

M. Olivier SORG — Chef de groupe de recherche a I'Université de Genéve - Compétences : Docteur
es science en biochimie, toxicologie expérimentale, dermatotoxicologie

M. Jérbme THIREAU — Chargé de recherche au CNRS - Compétences : Docteur es science,
physiologie animale, biologie cellulaire, cardiotoxicité

M. Claude VIAU — Professeur associé a l'université de Montréal — Compétences : Toxicologie, IBE,
hygiéne industrielle, métrologie des polluants

M. Raymond VINCENT - Retraité (anciennement Chargé de mission a la Direction Déléguée aux
Applications (INRS)) - Compétences : chimie, métrologie des polluants, évaluation des risques
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1 Contexte, objet et modalités de traitement de la
saisine

1.1 Contexte de la demande

Le formaldéhyde a été classé en 2004 par le Centre international de recherche sur le cancer (CIRC)
dans le groupe 1 des cancérogénes avérés pour I'espéce humaine et cette classification a été
confirmée en octobre 2009 sur la base de I'induction de tumeurs du nasopharynx et des leucémies.
En France, l'arrété du 13 Juillet 2006 a ajouté « les travaux exposant au formaldéhyde » a la liste des
substances, mélanges et procédés cancérogeénes au sens de l'article R. 4412-60 du code du travail.

Au niveau européen, une évolution du classement de cancérogéne de catégorie 2 a cancérogéene de
catégorie 1B a été adoptée par le réglement (UE) n° 605/2014 de la Commission du 5 juin 2014
modifiant aux fins de son adaptation au progrés technique le réglement CLP.

En France, sur les lieux de travail, la recherche de substitution des agents cancérogénes, mutagénes
ou toxiques pour la reproduction (CMR) de catégorie 1A ou 1B est une obligation qui s'impose a
'employeur. Elle est énoncée dans les principes généraux de prévention a I'article L. 4121-2 du code
du travail et est renforcée a I'article R. 4412-66. Ainsi, 'employeur doit pouvoir justifier des démarches
fructueuses ou infructueuses qu’il a entreprises en vue de la substitution de tous les agents ou
procédés CMR de catégories 1A et 1B inventoriés sur le lieu de travail. Le résultat de ces
investigations doit, notamment, figurer dans le document unique d’évaluation des risques. Seul un
argumentaire technique fondé est recevable pour justifier de la non-substitution d’'un agent ou procédé
CMR de catégorie 1A ou 1B par un agent ou un procédé non ou moins dangereux.

Lorsque I'application du principe de substitution s’avére impossible, I'employeur doit mettre en ceuvre
tous les moyens permettant de réduire I'exposition en utilisant des mesures de prévention et de
protection adaptées (systéme clos, autres moyens de protection collective, puis moyens de protection
individuelle mais également formation et information du personnel, surveillance médicale).

1.2 Objet de la saisine

Compte-tenu de ces nouvelles informations sur les propriétés dangereuses du formaldéhyde et la
priorité a la substitution en matiére de gestion des risques professionnels, '’Anses a été saisie, en
date du 09 octobre 2014 (recu par courrier le 22 janvier 2015), de maniére conjointe par la direction
générale du travail (DGT), la direction générale de la santé (DGS), la direction générale de la
consommation, de la concurrence et de la répression des fraudes (DGCCREF) et la direction générale
de la prévention des risques (DGPR), pour une « Demande d’avis relatif a I'utilisation de substituts
au formaldéhyde dans différents secteurs d’activité ».

Il est demandé a I'’Anses d’éclairer les pouvoirs publics :

e sur l'intérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour le diagnostic en matiére
d’anatomie et cytologie pathologiques dans les situations de routine et dans des situations
particulieres pour lesquelles le formaldéhyde reste indispensable et qu'il conviendra de
préciser ;

e sur lintérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour les actes de
thanatopraxie, avec un état des lieux sur les travaux en cours au niveau européen dans le
cadre du réglement biocide en matiére d’évaluation de la substance active formaldéhyde (TP
2, 3, 20 et 22). Par ailleurs, les directions souhaiteraient disposer, dans le cadre des travaux
menés sur les substituts au formaldéhyde en anatomie et en cytologie pathologiques, d’une
analyse sur les possibilités d’utilisation de ces substituts dans certains types de produits
biocides, et notamment en TP 22, et sur les conséquences éventuelles en termes de toxicité
et d’écotoxicité ;

o surlintérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour I'utilisation en alimentation
animale en tant qu’auxiliaire technologique pour la protection contre la dégradation ruminale,
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en tant qu’additif conservateur, en tant qu’additif d’ensilage et en tant qu’additif visant a limiter
ou a réduire la charge microbienne des organismes pathogénes présents dans les aliments
des animaux ;

e surlintérét du formaldéhyde par rapport aux autres substituts pour I'utilisation en alimentation
humaine en tant qu’auxiliaire technologique pour d’'une part la fabrication de certains alginates
et d’autre part 'utilisation comme bactériostatique dans la filiére du secteur du sucre ;

Si des substituts au formaldéhyde peuvent étre utilisés, les directions souhaitent que soit étudiée leur
toxicité pour les professionnels et la population générale.

1.3 Modalités de traitement : moyens mis en ceuvre et organisation

L’Anses a mis en place le groupe de travail (GT) « Formaldéhyde et substituts » le 14 septembre
2015.

L’Anses a confié au GT « Formaldéhyde et substituts », rattaché au comité d’experts spécialisé (CES)
« Caractérisation des dangers des substances et valeurs toxicologiques de référence » I'instruction
de cette saisine.

Les travaux relatifs a la substitution du formaldéhyde en anatomie et cytologie pathologiques
humaines, objet du présent rapport, ont été suivis et présentés tant sur les aspects méthodologiques
que scientifigues au CES « Caractérisation des dangers des substances » les 8 décembre 2016 et
11 mai 2017 puis au CES « Valeurs sanitaires de référence » le 21 juin 2018 et le 18 octobre 2018.

Ces travaux sont ainsi issus d’un collectif d’experts aux compétences complémentaires.

L’expertise a été réalisée dans le respect de la norme NF X 50-110 « Qualité en expertise —
prescriptions générales de compétence pour une expertise (Mai 2003) ».

Ces travaux ont été validés pour mise en consultation publique par le CES « Valeurs sanitaires de
référence » le 18 octobre 2018.

Le rapport d’expertise collective a fait I'objet d’'une consultation publique du11/03/2019 au 11/05/2019.
Les personnes ou organismes ayant contribué a la consultation publique sont listés en annexe 4. Les
commentaires regus ont été examinés et discutés par le GT « formaldéhyde et substituts » puis le
CES VSR qui a adopté cette version finalisée le 17/10/2019.

1.4 Champ d'expertise de I'étude

Les utilisations du formaldéhyde dans les 4 secteurs d’activité précédemment décrits s’inscrivent dans
un contexte ou deux réglementations s’opposent. En effet, il existe d’'une part un référentiel
international ou une autorisation de mise sur le marché qui a été délivrée par les autorités
européennes ou francgaises légitimant ces usages du formaldéhyde et d’autre part, il y a les obligations
du code du travail qui, suite a la classification du formaldéhyde, indiquent que la premiére des actions
a mener est la substitution.

Les ministéres de tutelles demandent a 'Anses de justifier I'intérét du formaldéhyde par rapport aux
autres substituts dans ces secteurs d’activités. Les experts de I'Anses estiment que la question posée
revient a justifier I'utilisation d’'un cancérogéne de catégorie 1B par rapport a des substituts
potentiellement moins dangereux. Les experts préférent se poser la question dans le sens inverse en
identifiant des substituts moins dangereux capables de substituer la substance cancérogéne dans les
4 secteurs d’'activités.

Les experts de I'Anses ont développé leur propre méthode de travail afin de pouvoir comparer et
évaluer des substituts a une substance chimique dangereuse en s’appuyant sur une revue de la
littérature. La description de cette méthode fait I'objet d’'un rapport de I'’Anses intitulé « Document
méthodologique de comparaison des alternatives a une substance chimique » (Anses 2018).
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La méthode est ici appliquée aux substituts identifiés dans le secteur de I'anatomie et cytologie
pathologiques humaines.

Le présent rapport détaille la partie de la saisine 2014-SA-0236 relative a I'étude des alternatives
potentielles au formaldéhyde dans le secteur de I'anatomie et cytologie pathologiques humaines.

1.5 Prévention des risques de conflits d’intéréts

L’Anses analyse les liens d’'intéréts déclarés par les experts avant leur nomination et tout au long des
travaux, afin d’éviter les risques de conflits d’intéréts au regard des points traités dans le cadre de
I'expertise.

Les déclarations d’intéréts des experts sont rendues publiques via le site internet de I'Anses
(www.anses.fr).
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2 L’utilisation du formaldéhyde dans le secteur de
I’'anatomie et cytologie pathologiques humaines

L’anatomie et cytologie pathologiques (ACP) a pour mission de :

1. poser le diagnostic de maladies ou d’y contribuer, par linterprétation morphologique,
macroscopique, microscopique ou moléculaire d’'organes, de tissus ou de cellules analysés ;

2. fournir le cas échéant aux cliniciens des informations a valeur pronostique et/ou prédictive de
la réponse thérapeutique. Ainsi, les laboratoires d’ACP jouent un réle important dans le
dépistage et le traitement des maladies : mis a part le diagnostic des maladies de type cancer
du sang et de la moelle osseuse, 'ACP contribue a la gestion de la totalité des diagnostics
des tumeurs bénignes et malignes (Afsset 2009, INRS 2014a).

2.1 Le cheminement d’un prélévement

Les experts de I'Anses ont retenu 3 phases d’activité distinctes permettant de décrire les différentes
étapes suivies par un échantillon, de son prélévement jusqu’a son élimination : la phase pré-
analytique, la phase analytique et la phase post-analytique.

En raison de la diversité des pratiques au sein des lieux de prélévement et des laboratoires d’ACP et
de I'évolution rapide des techniques d’analyses biologiques, I'inventaire proposé ci-aprés ne peut étre
exhaustif. Seules les taches rencontrées le plus couramment en milieu professionnel sont décrites ci-
dessous.

2.1.1 La phase pré-analytique

La phase pré-analytique correspond a la collecte des organes, tissus, cellules et/ou des fluides
d’origine humaine.

Le prélévement est réalisé principalement dans des blocs opératoires (hépital ou clinique) ou lors de
consultations médicales en cabinet libéral. Les échantillons tissulaires (piéces opératoires ou
biopsies) ou cellulaires peuvent étre fixés et conservés dans une solution de formaldéhyde, ou étre
transportés non fixés vers le laboratoire (spécimens « frais ») pour étre analysés (Afsset 2009, CCAP
2016).

2.1.2 La phase analytique

La phase analytique consiste a préparer des échantillons en vue d’analyses de type tissulaire,
cellulaire et moléculaire a des fins de diagnostics.

Cette phase se déroule dans les laboratoires d’anatomie cytologie pathologiques privés ou publics.
Le prélévement suit le cheminement type suivant (Afsset 2009, INRS 2014a) :

e La réception : dans la salle dédiée de réception / tri des échantillons, les échantillons sont
recus sous emballage étanche. La prise en charge des échantillons varie selon leur caractére
fixé ou frais ;

e L’étude macroscopique : description du prélévement a I'ceil nu (observation, mensuration,
éventuellement pesée et photographie) et dissection. Cette étape est réalisée sur piéce fraiche
ou fixée. Le pathologiste préléve ensuite des échantillons représentatifs de la Iésion observée
(tumeur...) (CCAP 2016). Si le prélevement est déja fixé, cette étape doit s’effectuer sur une
table de macroscopie ;

e La fixation : des prélévements destinés a I'étude microscopique sont disposés dans des
cassettes avec post-fixation dans des solutions de formaldéhyde. Cette étape peut étre
automatisée en vase clos ;

e L’inclusion : aprés I'étude macroscopique et la fixation, des techniques sont mises en ceuvre
afin de permettre l'analyse microscopique du spécimen. L’observation des structures
cellulaires nécessite la réalisation de coupes reguliéres trés fines. Une telle coupe n’est
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possible que sur un matériau rigide, c’est pourquoi les échantillons sont inclus dans un
matériau qui, une fois solidifié, présente une faible élasticité. Dans la plupart des cas, il s’agit
de paraffine. L’inclusion en paraffine peut étre réalisée par automate en vase clos et comporte
les étapes de déshydratation et de clarification rendues nécessaires par I'hydrophobie du
milieu d’enrobage. Ces étapes sont réalisées dans un local dédié ;

e La coupe : les blocs obtenus sont ensuite débités au microtome en coupes de 3 a 10 uym,
elles-mémes déposées sur des lames de verre ;

e La coloration des lames : elle permet de mettre en évidence les structures cellulaires. Lors de
cette opération, les échantillons sont « déparaffinés », réhydratés, immergés dans différents
bains colorants, puis a nouveau déshydratés. Les colorations « de routine », qui peuvent étre
automatisées en vase clos, sont a différencier des colorations « spéciales ». Les premiéres
révélent les constituants cellulaires (noyaux et cytoplasmes) et tissulaires (fibres). Pour les
colorations de routine, la coloration Hématoxyline-Eosine-Safran (HES) est la coloration
standard utilisée en France alors que les autres pays utilisent la coloration Hématoxyline-
Eosine (HE) (MM France 2016). Les colorations spéciales servent a mettre en évidence des
composants particuliers au sein des cellules (mucus, collagéne...) et des agents pathogénes
(bactéries, champignons, parasites) ;

e L’immunomarquage : parfois réalisé en complément de la coloration, il consiste a rechercher
et localiser des protéines indicatrices de certaines pathologies dans les tissus ou cellules
prélevés. Cette technique met en jeu un anticorps spécifique de la protéine recherchée
(antigéne) ainsi qu’un systéme de révélation de la réaction anticorps-antigéne permettant de
localiser les antigénes par observation microscopique du prélévement ;

e La microscopie : la lecture des lames consiste a effectuer une observation sous microscope.
De nombreuses techniques peuvent alors étre utilisées selon le diagnostic recherché comme
'immunohistochimie (IHC) par exemple qui est I'application de I'immunomarquage dans les
cellules d’'une coupe de tissus. Au stade de la microscopie, certaines macromolécules (acides
nucléiques principalement) peuvent étre extraites des coupes pour étude moléculaire ;

e L’hybridation in situ (HIS) : cette technique de biologie moléculaire permet de détecter et de
localiser une seéquence nucléotidique (ADN ou ARN). Elle repose sur la spécificité de
I'appariement (hybridation) entre la séquence a détecter et celle d’'une sonde marquée ;

e La conservation pendant 'examen : les pieces opératoires fixées mais non incluses dans leur
totalité sont conservées dans des conteneurs étanches au sein d’'une salle d’entreposage
et/ou dans des armoires ventilées jusqu’a ce que le diagnostic soit rendu par le médecin. En
effet, les piéces doivent étre gardées au sein du laboratoire pour éventuellement étre reprises.
Les piéces sont généralement gardées 5 a 6 semaines en milieu hospitalier (CCAP 2016);

e Le tri des déchets en vue de leur destruction : I'élimination est 'ensemble des étapes de tri,
conditionnement, collecte, transport, stockage dans un local d’entreposage intermédiaire ou
centralisé. Les déchets issus de l'activité des laboratoires d’ACP peuvent présenter divers
risques (infectieux, chimique et toxique). Afin d’éviter I'exposition professionnelle, I'ouverture
des récipients dans le but de séparer les prélevements des solutions de conservation est
formellement a proscrire. Si exceptionnellement, une telle séparation doit étre réalisée, celle-
ci a lieu a un poste dédié ventilé au méme niveau d’exigences que celles du poste de
macroscopie.

2.1.3 La phase post-analytique

La phase post-analytique en laboratoire d’ACP correspond a : I'élimination des déchets et la
conservation par archivage des échantillons présentant un intérét médical majeur pour les patients et
pour la recherche médicale.

e L’élimination et le traitement des déchets: I'élimination est I'ensemble des étapes de
chargement/déchargement sur les lieux de production, de transport vers le lieu de traitement.
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Le traitement est principalement I'incinération, mais aussi le prétraitement par désinfection
(arrétés du 07/09/1999 et arrété du 24/11/2003). Une réglementation spécifique impose que
tous les déchets anatomiques correspondant a des fragments humains non aisément
identifiables par un non spécialiste, méme ceux qui ne présentent pas de risque infectieux,
soient éliminés comme des déchets d’activité de soins a risques infectieux (DASRI) (arrété du
29 mai 2009 et arrété du 24/11/2003). Les pieces anatomiques d’origine humaine suivent une
filiere d’élimination spécifique et doivent étre entreposées dans des enceintes frigorifiques ou
de congélation dédiées jusqu’a leur incinération dans un crématorium autorisé. Les déchets a
risques chimiques et toxiques (DRCT) exempts de risques infectieux doivent étre entreposés
dans un local dont la conception et la ventilation doivent satisfaire aux mémes exigences que
celles du lieu de stockage des produits chimiques.

e La conservation par archivage des échantillons en laboratoire d’ACP a un intérét médical
majeur. Il permet le réexamen du diagnostic en cas de litige ainsi que le réexamen du matériel
pour effectuer des investigations complémentaires a visée diagnostique, pronostique ou a
caractére prédictif, pouvant étre non disponibles au moment de I'examen initial, voire pour
mener des travaux de recherche d’envergure internationale sur I'identification des nouveaux
marqueurs spécifiques aux tumeurs par exemple.

2.1.4 Principe de fixation

Les échantillons doivent dans la grande maijorité des cas étre fixés avant de pouvoir étre examinés
au laboratoire.

La fixation est une étape cruciale dans la préparation des tissus pour leur analyse et stockage, elle
permet de préserver 'architecture et la composition des cellules contenues dans les tissus dans un
état aussi proche que possible de I'état vivant et de tolérer les étapes successives de la préparation
a l'analyse. La fixation permet également de préserver les protéines, glucides (carbohydrates) et
autres entités biologiquement actives dans leur relation spatiale au sein de la cellule pour leur étude
(Fox et al. 1985).

Théoriquement, ce processus peut étre séparé en 2 étapes successives : la premiére consiste en la
pénétration du fixateur dans les tissus jusqu’a atteindre une concentration qui dépend de la nature et
de la taille des piéces. La deuxiéme passe par une action physique ou chimique consistant a stabiliser
les structures protéiques cellulaires.

Trois mécanismes de fixation sont possibles :

e Le piégeage de composés solubles dans des mailles de macromolécules réticulées ou
pontées (crosslinking ou ponts méthylene). C’est le mode d’action des aldéhydes
(formaldéhyde, glutaraldéhyde) et des agents oxydants (tétraoxyde d’osmium, permanganate
de potassium) ;

e La dénaturation des protéines. C’est le mode d’action des alcools ;

e Laformation de précipités insolubles. C’est notamment le mode d’action de certains fixateurs
métalliques (comme le chlorure de mercure ou les picrates)

(Afsset 2009, Thavarajah et al. 2012)

2.1.5 Le formaldéhyde, fixateur de référence actuel

Le formaldéhyde posséde un grand nombre de propriétés intéressantes pour fixer les échantillons.
Le formaldéhyde est un puissant agent de couplage qui induit la formation de ponts intra ou
intermoléculaires entre les protéines. La substance durcit les tissus sans les rétracter. La substance
n’hydrolyse pas, non plus, les acides nucléiques (ADN, ARN) et fixe les lipides sans les solubiliser
contrairement aux fixateurs alcooliques. C’est également un biocide puissant qui permet une
décontamination tissulaire pendant la phase de fixation.

Auparavant, les laboratoires pouvaient utiliser divers fixateurs comme, par exemple, le liquide de
Bouin ou I'Alcool Formolé Acétique (AFA). Seulement, ces fixateurs se sont révélés étre incompatibles
avec le développement des techniques d’'IHC, d’HIS et les techniques de biologie moléculaire pour
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lesquelles le formaldéhyde donne les meilleurs résultats. A titre d’exemple, le liquide de Bouin coupait
les brins d’ADN contrairement au formaldéhyde.

Aujourd’hui globalement pour la profession, le formaldéhyde reste la substance qui donne les
meilleurs résultats. En effet, c’est la substance qui convient non seulement pour la qualité de la
morphologie mais aussi pour la qualité de coloration des lames avec 'Hématoxyline-Eosine-Safran
(HES). La mise en ceuvre de cette substance est compatible avec les techniques d’IHC puisqu’elle
ne dénature pas les protéines, ainsi qu'avec les techniques de biologie moléculaire puisqu’elle
conserve parfaitement les ADN et ARN. Le formaldéhyde reste la référence de la profession. Ainsi
aujourd’hui les colorations, les protocoles d’IHC, les protocoles d’HIS et la biologie moléculaire ont
été mis au point avec un usage du formaldéhyde, jusqu’aux automates qui ont été calibrés en fonction
de la fixation a cette substance.

De plus, le formaldéhyde est la référence de la fixation pour les études internationales et permet la
validation des marqueurs de facteurs prédictifs et pronostics par les techniques d’'IHC et de biologie
moléculaire. Les résultats produits par les laboratoires autant en IHC qu’en biologie moléculaire a
destination des cliniciens, vont avoir des impacts importants sur les facteurs pronostiques et prédictifs
et décisionnels dans le choix de la future thérapie (radiothérapie, chimiothérapie...) a mettre en
ceuvre. Aujourd’hui, de nombreux résultats des techniques d’anatomie pathologique sont I'objet
d’échanges internationaux, ainsi utiliser le méme fixateur est essentiel pour pouvoir comparer des
éléments équivalents entre eux (CCAP 2016, MM France 2016).

2.1.6 Les limites de I'utilisation du formaldéhyde

Il convient toutefois de signaler que le formaldéhyde n’est pas un fixateur idéal permettant de satisfaire
tous les besoins analytiques.

D’autres fixateurs ou mélanges fixateurs sont utilisés dans des applications particuliéres : le
glutaraldéhyde et I'acide osmique pour la microscopie électronique, des fixateurs a base d’éthanol,
de méthanol, d’alcool isopropylique pour la cytologie. Les techniques de biologie moléculaire sont au
mieux réalisées a partir d’échantillons congelés mais peuvent étre également pratiquées avec succes
apres fixation a base de fixateurs non aldéhydiques (Afsset 2009).

2.2 Les expositions au formaldéhyde

2.2.1 Larépartition des effectifs

La spécialité d’anatomie et cytologie pathologiques en France se distingue de ses voisins européens
par l'importance de son secteur libéral (Ministére du travail de 'emploi et de la santé et Direction
générale de I'offre de soins 2012).

Les données du Conseil National des ordres des médecins (CNOM) comme celles issues du fichier’
« Automatisation Des Listes » (ADELI) indiquent une répartition a part quasi-égale entre les secteurs
hospitalier et libéral en France.

Le CNOM recense 1423 pathologistes en 2010, répartis ainsi : 51 % de pathologistes salariés
exergant en secteur hospitalier, 39 % de pathologistes libéraux et 10 % de pathologistes en exercice
mixte. Cette répartition des effectifs entre le secteur libéral et le secteur hospitalier ne connait pas de
changement significatif depuis 2007. Par ailleurs, une part trés marginale des pathologistes exerce
en industrie (pharmaceutique, cosmétique) (Ministére du travail de I'emploi et de la santé et Direction
générale de l'offre de soins 2012).

Des techniciens et aides de laboratoire sont également présents au coété des médecins dans les
laboratoires d’anatomie et cytologie pathologiques humaines. Leur nombre n’a pu étre déterminé.

' Systéme d'information national sur les professionnels relevant du code de la santé publique, du code de 'action
sociale et des personnes autorisées a faire usage du titre de psychologue.
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2.2.2 Les quantités utilisées

Un rapport fait état des résultats d’'une enquéte conduite auprés de 57 laboratoires d’Anatomie et de
cytologie pathologiques (ACP) de 'AP-HP et hors AP-HP inscrits au « Club des cadres des services
d’ACP » en février 2007. Les réponses obtenues sont exclusivement déclaratives, aucun audit sur
site n’a éteé effectué. Parmi les 42 laboratoires ayant répondu, tous déclarent utiliser du formaldéhyde
ou des préparations a base de formaldéhyde. La consommation moyenne mensuelle de formol a 4%
est de 400 litres. Parmi les 42 laboratoires ayant répondu, 14 laboratoires (soit 33%) ont déclaré
acheter uniquement du formaldéhyde a 37% ; 16 laboratoires (soit 38%) ont déclaré acheter
uniquement du formaldéhyde a 4% et enfin 12 laboratoires (soit 29%) ont déclaré acheter du
formaldéhyde a 37% et a 4% (AP-HP 2008).

Les résultats de cette enquéte ont été remis a jour en mars 2016. Cette nouvelle enquéte a été
conduite sur les 79 sites des membres inscrits au « Club des cadres des services d’ACP ». Les
résultats montrent que sur 52 répondants (soit 66%), tous déclarent utiliser du formaldéhyde. Sur les
52 répondants, 49 sites (soit 94%) utilisent du formaldéhyde a 4% et 3 sites (soit 6%) 'achétent encore
a 37% pour réaliser eux-mémes leurs dilutions a 4%. Ce premier résultat montre une évolution des
pratiques de la profession au cours de la derniére décennie. En 2007, le formaldéhyde était acheté
majoritairement a 37% et les opérations de dilution s’effectuaient dans les laboratoires a I'aide d’un
diluteur. En 2016, seuls 3 sites achétent encore du formaldéhyde a 37% pour réaliser leurs dilutions
(CCAP 2016).

2.2.3 Les postes les plus exposés

L’exposition au formaldéhyde dépend de I'organisation de chaque laboratoire d’ACP. Il est toutefois
possible d’identifier les postes de travail a risque. Ces derniers sont listés ci-dessous.

2.2.3.1 La phase pré-analytique

Les blocs opératoires restent encore des lieux ou les piéces anatomiques sont fixées au formaldéhyde
a 4% avant d’étre envoyées aux laboratoires pour analyses (CCAP 2016).

Lors des consultations médicales en cabinet libéral, le médecin (dermatologue, gynécologue...) peut
effectuer un prélévement, le fixer avant que le patient ne I'envoie par la poste au laboratoire
d’analyses.

2.2.3.2 La phase analytique

Au cours de la phase analytique, plusieurs postes exposant au formaldéhyde ont été identifiés (Afsset
2009, INRS 2014a) :

e Le poste de dilution : la préparation du fixateur consiste dans la plupart des cas en une dilution
dans l'eau; certaines analyses nécessitent néanmoins la préparation de mélanges
spécifiques. L'exposition au formaldéhyde peut étre réduite a cette étape-la en achetant, soit
directement une solution de formaldéhyde a 4% dite préte a 'emploi ou soit des récipients de
fixation pré-remplis avec une solution de formaldéhyde a 4% (CCAP 2016);

o La salle de réception / tri des échantillons : un contact avec le formaldéhyde est possible si la
piece a été fixée sur le lieu de prélévement. Cependant, I'exposition devrait y étre mineure,
sous réserve que les emballages soient parfaitement étanches et non souillés et qu’aucune
manipulation des piéces ne soit réalisée par le personnel ;

e Le poste de reconditionnement du formaldéhyde (sous forme de solution diluée) : pour des
pieces volumineuses, la quantité de formaldéhyde mise en ceuvre peut s’élever a plusieurs
litres. Dans ce cas, la piéce anatomique doit étre de nouveau entaillée puis placée dans le
formaldéhyde, afin de faciliter la pénétration du fixateur dans les tissus. Lors de cette
opération, le personnel peut étre exposé potentiellement a la substance par voie inhalée et
cutanée ;

e La salle de macroscopie : la macroscopie implique une manipulation de la piéce anatomique
et peut exposer le personnel aux vapeurs de formaldéhyde et a des projections de formol en
solution. Ces salles sont en général équipées de tables de macroscopie a aspiration,
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notamment frontale, et/ou placées sous sorbonnes. C’est également dans ces salles que sont
éventuellement réalisées les dilutions des solutions de formaldéhyde ;

e La salle dautomates a inclusion : dans la plupart des laboratoires, les phases de
déshydratation et d’'inclusion sont automatisées. Ainsi, I'exposition au formaldéhyde peut se
faire lors des premiéres étapes techniques avant inclusion (ouverture des automates,
renouvellement des réactifs mais les automates modernes sont congus pour limiter au
maximum |'exposition a ce stade) et lors de I'entretien des automates ;

o Le stockage des piéces fixées : bien que les piéces fixées soient peu ou pas manipulées lors
de cette phase, le risque d’exposition aux produits de fixation ne doit pas étre négligé en cas
de défaut d’étanchéité ou de souillure des récipients ;

e Le circuit d'acheminement des piéces : I'exposition devrait étre mineure a condition que les
emballages soient parfaitement étanches et non souillés et qu’aucune manipulation des piéces
ne soit réalisée par le personnel ;

e Le local de stockage des produits : le stockage des solutions de formaldéhyde dépend de
I'organisation des laboratoires d’ACP. Certains disposent d’'une salle dédiée munie d’'une
ventilation permettant de réduire les expositions ;

e L’élimination du formaldéhyde usagé.

2.2.3.3 La phase post-analytique

La phase post-analytique correspond a I'élimination et au traitement des déchets ainsi qu’au stockage
des pieces préalablement fixées au formaldéhyde. Aucune manipulation de cette substance n’a lieu
a cette phase-ci.

2.2.4 L’application de la méthode de comparaison des substituts

Les experts de I'Anses ont décidé d’appliquer la méthode de comparaison des substituts sur les 2
phases dans lesquelles le formaldéhyde peut étre utilisé, c'est-a-dire au cours de la phase pré-
analytique et au cours de la phase analytique.

Sont concernés dans le cadre des travaux du GT, les techniques anatomo-pathologiques appliquées
a des préléevements de tissus effectués pendant la vie du malade. Ainsi, les experts de I'Anses ont
décidé d'étudier la substitution du formaldéhyde dans les cas ou la substance est directement utilisée
pour fixer soit des piéces opératoires prélevées au bloc opératoire soit des biopsies prélevées au bloc
opératoire ou en cabinet libéral.

Sont exclus les piéces opératoires donnant lieu a un examen extemporané (examen histologique ou
cytologique faisant appel a des techniques particuliéres qui permettent de fournir un résultat en
quelques minutes) ainsi que les prélévements réalisés sur défunt dans le cadre d'une autopsie.

Sont exclus également des travaux du GT les prélévements cytologiques (cellules isolées ou petits
amas cellulaires). Ceux-ci sont obtenus soit par recueil des liquides spontanément émis (urine...), soit
par raclage, brossage, écouvillonnage, aspiration de cellules desquamant spontanément (col
utérin...), soit par ponction a l'aiguille d'un liquide (épanchement de séreuse ou articulaire, liquide
céphalo-rachidien), soit par ponction d'un organe ou d'une tumeur (ganglion...) soit par apposition
d'un tissu (piéce opératoire, biopsie) sur une lame. Ces modes de prélévements ainsi que les
techniques de fixation utilisées n'ont pas été étudiés dans le cadre de cette saisine (Collége Francais
des Pathologistes 2011).

Enfin, dans les évaluations des alternatives au travers des modules de la méthode de comparaison
de substituts, les termes « piéces » ou « piéces anatomiques » sont employés pour englober les
piéces opératoires et les biopsies.
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3 Présentation de la méthode de comparaison de
substituts

Les experts de I'Anses ont élaboré une méthode générale permettant de comparer/évaluer des
substituts a une substance dangereuse. Les travaux ayant mené a la méthode de comparaison des
alternatives ainsi que la méthode en elle-méme sont détaillés dans le rapport de I'Anses intitulé
« Document méthodologique de comparaison des alternatives a une substance chimique » (Anses
2018).

Dans cette méthode, le terme « substitut » est utilisé pour désigner une substance, un mélange ou
un procédé a considérer en remplacement de la substance a substituer. Le terme « alternative » prend
en considération deux volets, a la fois le substitut lui-méme et les modifications a apporter au procédé
de travail lors de la mise en ceuvre.

3.1 Description générale de la méthode

La méthode de comparaison des substituts est une méthode « mixte » dans la mesure ou elle se
décompose en 2 grandes étapes : une premiére étape dite « séquentielle » et une seconde dite
« simultanée » :

o La premiére étape séquentielle consiste a étudier les différentes alternatives au travers de 3
modules successifs contenant chacun des critéres d’exclusion.

e La deuxiéeme phase dite « simultanée » repose sur une démarche comparative. Les
alternatives restantes sont étudiées en paralléle au travers de 4 modules. Cette deuxiéme
étape permet de comparer les alternatives sélectionnées et de déterminer leurs capacités de
substitution.

3.2 Présentation des 3 modules de I’étape séquentielle

Une identification, au préalable de l'application de la méthode, des alternatives potentielles a la
substance a substituer est réalisée par une recherche dans la littérature scientifique et par une
consultation des parties prenantes de la profession.

3.2.1 Le module « Capacités techniques »

L’objectif de ce module est d’attribuer a chacune des alternatives I'une des 5 classes décrites dans le
tableau ci-dessous afin d’exclure celles qui n’assurent pas les fonctions essentielles et recherchées
par l'utilisation de la substance a substituer.

Tableau 1 : Assignation des classes du module « Capacités techniques »

Capacités techniques équivalentes

Non classé | Non classé par manque de données

Les alternatives assignées « non classé » ou « classe 1 » ne sont pas étudiées dans la suite de la
méthode
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3.2.2 Le module « Réglementation »

L’'objectif de ce module est d’identifier des substances interdites pour des raisons
santé/environnement/securité par une réglementation sectorielle qui concerne le secteur d’activité
dans lequel s’effectue la recherche de substituts. Ainsi, un substitut interdit dans la réglementation
sera exclu de la méthode.

3.2.3 Le module « Danger »

L’objectif de ce module consiste a étudier les substituts par I'outil QCAT et a leur attribuer 'une des 4
classes de danger décrites dans le tableau ci-dessous :

Tableau 2 : Assignation des classes de danger selon ’outil QCAT

Classe de danger B Substance chimique dangereuse
Classe de danger Bos Substance chimique dangereuse par manque de données

Les alternatives assignées classe F ne sont pas étudiées dans la suite de la méthode.

3.3 Présentation des 4 modules de I’étape simultanée

L’ensemble des alternatives non exclues a ce stade de la méthode sont ensuite toutes étudiées au
travers de 4 modules.

3.3.1 Le module « Danger »

L’objectif de ce module consiste a étudier les substituts par I'outil GreenScreen et a leur attribuer 'une
des 5 classes de danger décrites dans le tableau ci-dessous :

Tableau 3 : Assignation des classes de danger selon I'outil GreenScreen

Classe de danger 3 Substance chimique dangereuse

Classe de danger 3pc Substance chimique dangereuse par manque de données

Non classé Non classé par manque de données

3.3.2 Le module « Estimation des colts de substitution »

Le module porte sur les colts de substitution et évalue I'importance des ressources économiques
sollicitées.
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L’objectif de ce module est d’attribuer a chacune des alternatives I'une des 5 classes décrites dans le
tableau ci-dessous :

Tableau 4 : Assignation des classes du module « Estimation des colits de substitution»

Codts relatifs faiblement élevés

Non classé | Non classé par manque de données

3.3.3 Le module « Conditions d’exposition »

L’objectif de ce module consiste a déterminer les conditions d’exposition aux substituts et d’attribuer
a chacune des alternatives I'une des 5 classes décrites dans le tableau ci-dessous :

Tableau 5 : Assignation des classes du module « Conditions d’exposition »

Conditions d'exposition faibles

Non classé | Non classé par manque de données

3.3.4 Le module « Autres impacts »

Ce module permet d’apporter des éléments d’informations supplémentaires pour pouvoir comparer
les alternatives entre elles.

Ce module ne sera pas renseigné de maniére systématique mais les experts souhaitent pouvoir
I'utiliser le cas échéant pour prendre en compte d’autres types d’informations dont ils auraient
connaissance.

L’objectif de ce module est d’identifier d’autres impacts relatifs a la substitution et de les illustrer dans
la mesure du possible par des exemples concrets a partir de pratiques professionnelles.

3.4 Présentation finale des résultats

Les résultats et conclusions apportées seront présentés sous la forme de deux tableaux finaux
présentant les différentes alternatives avec leurs avantages et leurs inconvénients de maniére a
permettre aux décideurs de retenir la meilleure option, en toute connaissance de cause, au regard
des criteres qu’ils jugeront comme prioritaires et acceptables.

N N E— e e
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4 La substitution du formaldéhyde lors de la phase
pré-analytique

4.1 L’identification des alternatives au formaldéhyde

Une identification des alternatives potentielles a la substance a substituer a été réalisée par une
recherche dans la littérature scientifique et par une consultation de parties prenantes de la profession.

4.1.1 L’identification des alternatives a travers I’examen de la littérature scientifique

4.1.1.1 La méthode d’identification des études bibliographiques

Les bases de données PubMed et Scopus ont été utilisées afin de déterminer les articles pertinents
concernant la substitution du formaldéhyde utilisé dans les blocs opératoires (hospitaliers ou
cliniques) et dans les cabinets lors des consultations médicales.

La stratégie de recherche a porté spécifiquement sur les lieux de prélévements des piéces
anatomiques en intégrant les mots clés relatifs a la substitution du formaldéhyde.

Au final, 4 publications ont été jugées pertinentes apreés lecture des titres et résumés.

La substance a été recherchée par son numéro CAS (50-00-0) ainsi que par les termes suivants :
Formaldehyde et ses synonymes Formalin et Formol. Les autres termes recherchés sont : Operating
Room, Operating Theatre, Office Visits, Physicians' Offices, Physician's Office, Surgical Theatre,
Substitute et Alternative.

La recherche bibliographique a été effectuée jusqu’a décembre 2016.

4.1.1.2 La description des études retenues

Les 4 études retenues examinent le transport de piéces opératoires prélevées sur un patient dans un
bloc opératoire jusqu’au laboratoire d’anatomie et cytologie pathologiques humaines. Aucune
publication n’aborde le transport de prélévements depuis un cabinet de consultations médicales en
cabinet libéral jusqu’au laboratoire d’analyses.

Les 3 premiéres études retenues soulignent I'importance de la phase pré-analytique et la nécessité
de standardiser les pratiques afin de pouvoir préserver la morphologie, les antigénes et les acides
nucléiques des prélévements avant leurs analyses. Les études soulignent que la fixation systématique
au formaldéhyde des piéces dans les blocs pose un certain nombre de difficultés : la mauvaise
préservation des ARN des piéces formolées et les expositions élevées pour le personnel et
notamment pour les infirmiéres travaillant dans les blocs. Face a ces difficultés, la technologie de
mise sous vide couplée au froid (4°C) est présentée comme une alternative a ['utilisation du
formaldéhyde. Cette technologie consiste a placer le prélévement dans un sac en plastique puis a le
mettre sous vide et a le conserver a 4°C au réfrigérateur avant de le transférer au laboratoire
d’analyses (Comanescu et al. 2012, Bussolati, Annaratone, et Maletta 2015, Bellisario et al. 2016).
Deux publications évoquent également le transfert de la pieéce opératoire « fraiche » directement du
lieu du prélevement au laboratoire d’analyses sans utiliser de fixateur (Comanescu et al. 2012,
Bussolati, Annaratone, et Maletta 2015).

La derniére étude indique que le refroidissement a 4°C d’'une piéce est connu pour retarder la
dégradation des échantillons biologiques. Cette étude souligne que la technologie de mise sous vide
suivie d’'une conservation a 4°C est décrite comme une alternative au formaldéhyde mais elle
s’interroge sur I'impact de la seule mise sous vide sur la préservation des tissus et son bénéfice par
rapport a la simple conservation a 4°C (Kristensen et al. 2011).
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4.1.1.3 Les alternatives potentielles identifiées

Le tableau ci-dessous récapitule les alternatives potentielles identifiées dans la littérature scientifique.
A noter que les alternatives identifiées sont décrites uniquement dans le cas d’un prélévement
effectué en bloc opératoire.

Tableau 6 : Alternatives potentielles identifiées dans la littérature scientifique

Lieu ou l'alternative

Alternatives potentielles identifiées Références bibliographiques

est utilisée
Le transfert direct de la piéce fraiche a (Comanescu et al. 2012, Bussolati,
température ambiante au laboratoire avant Blocs opératoires Annaratone, et Maletta 2015,
analyses Kristensen et al. 2011)
La conservation de la piéce fraiche a 4°C Blocs opératoires (Kristensen et al. 2011)

(Comanescu et al. 2012, Bussolati,
Annaratone, et Maletta 2015,
Kristensen et al. 2011, Bellisario et
al. 2016)

La technologie de mise sous vide couplée au

froid (4°C) Blocs opératoires

4.1.2 L’identification des alternatives a travers I'audition de professionnels
(CCAP 2016, MM France 2016, SMPF et IHP 2015)

4 parties prenantes ont été auditionnées par I'’Anses, a savoir le Syndicat des Médecins Pathologistes
Francais (SMPF), I'Institut d’histopathologie de Nantes (IHP), le club des Cadres d'Anatomie et
Cytologie Pathologiques (CCAP) et la société Microm Microtech France (MM France).

Celles-ci ont communiqué a I'Agence des précisions techniques, des retours d’expériences sur
certaines alternatives identifiées dans la littérature scientifique ainsi que d’autres procédés alternatifs
permettant de réduire I'exposition au formaldéhyde.

Ainsi, le transfert direct de la piece fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses, la
technologie de mise sous vide couplée ou non avec l'utilisation de fixateur, le flaconnage avec
insertion automatique de fixateur et le distributeur automatique de fixateur ont été décrits et illustrés
comme des techniques permettant de conserver les préléevements tout en supprimant ou réduisant
les expositions au formaldéhyde sur les lieux de prélévements.

4.1.2.1 Le transfert direct de la piéce fraiche a température ambiante au
laboratoire avant analyses

Un retour d’expérience illustre cette pratique.

Ainsi en 2016, 80% des prélévements (hors biopsies) arrivent frais au laboratoire d’ACP de I'Hépital
européen Georges-Pompidou (HEGP) (CCAP 2016).

4.1.2.2 La technologie de mise sous vide couplée au froid (4°C)

Cette technologie, disponible sur le marché, permet de mettre sous vide les prélévements effectués
au bloc opératoire sans utiliser de fixateurs chimiques. Ainsi, le prélevement est directement déposé
dans une poche étanche en polyamide et polyéthyléne avant d’étre mise sous vide et entreposée a
4°C au réfrigérateur. Le prélévement peut étre ensuite envoyé au laboratoire dans une glaciere (CCAP
2016, MM France 2016).

Deux retours d’expériences illustrent cette technologie.

Une enquéte déclarative conduite en mars 2016 auprés de 79 sites membres du « Club des cadres
des services d’ACP » indique que, sur les 52 laboratoires ayant répondu, 5 laboratoires (soit 10%)
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utilisent la technologie de mise sous vide pour conserver leurs prélévements frais avant de les envoyer
au laboratoire (CCAP 2016).

Le comité d'hygiéne, de sécurité et des conditions de travail (CHSCT) de I'H6pital Diaconesses-La
Croix-St Simon a exigé I'abandon et la substitution du formaldéhyde lors de prélévements anatomo-
pathologiques. Cette étape, réalisée a I'hopital, est désormais réalisée a I'aide de la technologie de
mise sous vide. La fixation au formaldéhyde est réalisée par la suite, lors de la réception du
prélevement au centre de pathologie (SMPF et IHP 2015).

4.1.2.3 La technologie de mise sous vide couplée avec l'utilisation de
fixateur

Cette technologie, disponible sur le marché, permet de mettre sous vide les prélévements effectués
au bloc opératoire tout en assurant un remplissage sécurisé de formaldéhyde du sachet contenant la
piéce. Cette technologie peut calculer automatiquement le volume de formaldéhyde a ajouter en
fonction du poids de la piéce. Le ratio préconisé est celui de 1/ 2 (poids prélévement/ poids de
formaldéhyde) mais il peut étre modifié (MM France 2016). Cette technologie permet de diminuer les
volumes de formaldéhyde utilisés par rapport a une fixation traditionnelle.

En 2016, seule la technologie de mise sous vide couplée avec ['utilisation de formaldéhyde est
disponible sur le marché francais. Elle n’existe pas avec I'utilisation d’'un autre fixateur chimique.

4.1.2.4 Le flaconnage avec insertion automatique de fixateur

Cette technologie, disponible sur le marché, permet de conserver les biopsies effectuées par les
médecins au cours de consultations médicales. Il s’agit d’'un flacon de 20mL contenant 10mL de
formaldéhyde tamponné a 4% enfermé dans une capsule a vis. L'opérateur ouvre le flacon, dépose
la biopsie, referme le couvercle et déclenche par pression sur le couvercle la libération de
formaldéhyde (MM France 2016).

En 2016, cette technologie n’existe qu’avec le formaldéhyde sur le marché frangais.

4.1.2.5 Le distributeur automatique de fixateur

Cette technologie, disponible sur le marché, est un systéme permettant le remplissage en
formaldéhyde de sachets spécifiques contenant le prélévement. Ce systéeme assure un transfert
automatique et sécurisé du fixateur sans exposer I'opérateur a la substance (MM France 2016).

4.1.2.6 Bilan des alternatives recensées via les auditions

Le tableau ci-dessous recense les alternatives identifiées a travers les auditions des professionnels.
A noter que les alternatives identifiées sont décrites uniquement dans le cas d’un prélévement
effectué a I'hépital ou lors d’'une consultation médicale en cabinet libéral.
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Tableau 7 : Alternatives potentielles identifiées a travers les auditions de professionnels

Lieu ou
Alternatives potentielles identifiées I'alternative est Sources
utilisée
Le tr_ansfert direct de ]a piece fraiche a température Hopital (CCAP 2016)
ambiante au laboratoire avant analyses
(CCAP 2016, MM
La technologie de mise sous vide couplée au froid (4°C) Hopital France 2016, SMPF

et IHP 2015)

La technologie de mise sous vide couplée avec I'utilisation
de fixateur

Non renseigné

(MM France 2016)

Le flaconnage avec insertion automatique de fixateur

Consultations
médicales en
cabinet libéral

(MM France 2016)

Le distributeur automatique de fixateur

Non renseigné

(MM France 2016)

4.1.3 Bilan des alternatives retenues pour I’application de la méthode

La technologie de mise sous vide couplée avec I'utilisation de fixateur, le flaconnage avec insertion
automatique de fixateur et le distributeur automatique de fixateur utilisent toutes les 3 du
formaldéhyde. Le GT a considéré qu’il s’agissait de procédés permettant de réduire les expositions
au formaldéhyde sans toutefois s’y substituer. Par conséquent, ils ne seront pas étudiés dans la suite

de la méthode.

Le tableau ci-dessous récapitule 'ensemble des alternatives retenues pour la suite des travaux ainsi

que les sources ayant permis de les identifier.

Tableau 8 : Alternatives potentielles identifiées dans la littérature scientifique

Alternatives potentielles identifiées Bibliographie | Auditions
Le transfertldirect de la piéce fraiche a température ambiante X X
au laboratoire avant analyses
La conservation de la piéce fraiche a 4°C X
La technologie de mise sous vide couplée au froid (4°C) X X

4.2 Les modules de la phase séquentielle

4.2.1 Le module « Capacités techniques »

4.2.1.1 Choix des critéres du module « Capacités techniques »

L’objectif de I'utilisation du fixateur a cette étape-ci est de maintenir I'intégrité des prélévements et de
les conserver sans modification quelle que soit leur taille, jusqu’a la réception en laboratoire pour

réaliser la phase analytique.
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Ainsi, les experts de I'’Anses ont retenu pour le module « Capacités techniques » les 3 critéres
suivants : la préservation de la morphologie des tissus, des protéines et des acides nucléiques de la
piéce jusqu’a son arrivée dans le laboratoire d’analyses.

4.2.1.2 Evaluation du formaldéhyde

Conformément a la méthode, il est attribué la classe finale de 3 au module « capacités techniques »
pour le formaldéhyde afin de pouvoir comparer ses capacités techniques avec celles des alternatives.

4.2.1.3 Evaluation des alternatives
Le transfert direct de la piéce fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses

La littérature scientifique retenue dans le cadre de cette étude décrit trés brievement les conditions
dans lesquelles un prélevement peut étre transmis au laboratoire d’analyses sans utiliser de fixateur.
Ce transfert direct est décrit dans les deux publications comme la situation idéale dans la mesure ou
le laboratoire d’analyses est trés proche du bloc opératoire (Bussolati, Annaratone, et Maletta 2015,
Comanescu et al. 2012).

Le temps d'ischémie, c’est dire le temps entre I'exérése de la piéce et sa mise en contact avec le
fixateur est cruciale car lischémie permet I'activation d’enzymes tissulaires, l'autolyse et la
dégradation des protéines et des acides nucléiques. Pendant cet intervalle de temps, une dégradation
substantielle de ’ARN peut se produire. Il est recommandé que ce temps reste en dessous d’1
heure pour permettre un traitement approprié des échantillons de cancer du sein et permettre une
évaluation correcte des paramétres morphologiques et thérapeutiques (Bussolati, Annaratone, et
Maletta 2015).

Ce temps d’'une heure a été recommandé par la Société Américaine d'Oncologie Clinique (ASCO) et
le Collége des pathologistes américains (CAP) (Hammond et al. 2010, Wolff et al. 2013).

Certains protocoles peuvent imposer au sein de leur structure un temps d’ischémie plus court. Par
exemple, le temps d’ischémie a été fixé a 40 minutes a 'HEGP dans leurs modes opératoires. Les
professionnels auditionnés indiquent qu’une piéce fraiche peut étre conservée a température
ambiante pendant 40 minutes (CCAP 2016).

Si le temps d’ischémie est bien respecté, alors les pathologistes peuvent ensuite réaliser 'ensemble
des examens analytiques sur la piéce opératoire. De plus, les professionnels de 'HEGP ont indiqué
a '’Anses que la piéce peut étre congelée lors de son arrivée au laboratoire afin de permettre des
analyses ultérieures en biologie moléculaire (CCAP 2016).

Contrairement a la fixation des tissus dans le formaldéhyde qui peut dégrader et fragmenter les ARN,
le transfert de la piéce fraiche directement au laboratoire permet de mieux préserver cet acide
nucléique. C’est la raison pour laquelle, le procédé de transfert direct de la piéce fraiche a température
ambiante avant analyses a été classé 4 « capacités techniques supérieures » lorsque la piece est
transférée au laboratoire et fixée en moins d’une heure.

La conservation de la piéce fraiche a 4°C

La littérature scientifique retenue dans le cadre de cette étude indique que la conservation d’une piéce
fraiche a 4°C préserve davantage la morphologie des tissus, les protéines et les acides nucléiques
gu’une conservation a température ambiante (Kristensen et al. 2011).

Le fait de placer la piéce opératoire dans une atmosphére froide (4°C) permet de doubler la durée de
transport (AFAQAP 2015).

Contrairement a la fixation des tissus dans le formaldéhyde qui peut dégrader et fragmenter les ARN,
la conservation de la piéce fraiche a 4°C permet de mieux préserver ces acides nucléiques. C'est la
raison pour laquelle, la conservation de la piéce fraiche a 4°C a été classée 4 « capacités techniques
supérieures » lorsque la piéce est transférée au laboratoire et fixée en moins de 2 heures.

La technologie de mise sous vide couplée au froid (4°C)
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En éliminant lair, la technologie de mise sous vide empéche la déshydratation des prélévements et
favorise leur refroidissement a 4°C. L’étude montre que le refroidissement a 4°C des tissus est plus
rapide lorsqu’ils sont mis sous vide (Bussolati, Annaratone, et Maletta 2015).

La technologie de mise sous vide couplée au froid (4°C) conserve trés bien les propriétés
anatomiques et immunohistochimiques. Elle renforce a la fois la préservation de la structure et des
composants tissulaires (protéines et acides nucléiques) (Bellisario et al. 2016, Comanescu et al.
2012).

La technologie de mise sous vide permet le maintien de I'intégrité du prélevement pendant 72 heures
si celui-ci est stocké au froid a 4°C. En effet, la mise sous vide n’affecte pas la morphologie des
tissus et n’a pas d’'impact, ni sur les techniques d’IHC, ni sur les techniques de biologie moléculaire.
De plus, un prélévement effectué le vendredi soir par exemple peut étre stocké a 4°C sous vide
pendant le week-end avant d’étre fixé le lundi matin (CCAP 2016, MM France 2016).

Contrairement a la fixation des tissus dans le formaldéhyde qui peut dégrader et fragmenter les ARN,
I'utilisation de la technologie de mise sous vide couplée au froid (4°C) permet de mieux préserver cet
acide nucléique (Bellisario et al. 2016, Comanescu et al. 2012). C’est la raison pour laquelle, la
technologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C a été classé 4 « capacités techniques
supérieures » lorsque la piéce est transférée au laboratoire et fixée dans les 72 heures.

Tableau 9 : Comparaison des alternatives selon le module « Capacités techniques »

Critéres du module « Capacités techniques »

Alternatives potentielles Préservation de ; ; Préservation | Classe finale
. Préservation .
la morphologie a des acides
. des protéines .
des tissus nucléiques

Le transfert direct de la piéce fraiche
a température ambiante au eq eq sup
laboratoire avant analyses

La conservation de la piéce fraiche
a 4oC eq eq Sup

La technologie de mise sous vide

couplée au froid (4°C) €q eq sup

Légende : eq : équivalent ; sup : supérieur

4.2.1.4 Conclusions du module « capacités techniques »

En conclusion, le transfert direct de la piece fraiche a température ambiante au laboratoire avant
analyses, la conservation de la piéce fraiche a 4°C ainsi que la technologie de mise sous vide couplée
au froid a 4°C peuvent étre étudiées dans le module suivant.

4.2.2 Le module « réglementation »

4.2.2.1 ldentification des réglementations

Aucune réglementation nationale ou internationale interdisant I'utilisation de ces alternatives pour cet
usage n’a été trouvé.

4.2.2.2 Conclusions du module « Réglementation »

En conclusion, le transfert direct de la piéce fraiche a température ambiante au laboratoire avant
analyses, la conservation de la piéce fraiche a 4°C ainsi que la technologie de mise sous vide couplée
au froid a 4°C peuvent étre étudiées dans le module suivant.
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4.2.3 Le module danger « QCAT »

4.2.3.1 Evaluation du mélange a base de formaldéhyde
Identification et catégorisation des dangers du formaldéhyde (n° CAS 50-00-0)

Selon le réglement CLP, le formaldéhyde est classé cancérogéne de catégorie 1B. D’aprées I'outil
QCAT, le niveau de danger attribué a I'effet cancérogénicité est fort « H ».

Ayant un niveau de danger « fort » en santé humaine, la classe de danger finale attribuée au
formaldéhyde est la classe F (substance chimique extrémement dangereuse) d’apres I'outil QCAT.

Il n’a donc pas été nécessaire d’étudier les autres effets.

Assignation de la classe de danger finale du mélange a base de formaldéhyde

Comme le formaldéhyde est classé F (classe la plus pénalisante), les autres composés du mélange
n’ont pas été évalués au travers de I'outil QCAT puisque le produit se voit attribuer la classe de la
substance la plus pénalisante contenue dans le mélange, c'est-a-dire la classe F.

Tableau 10 : Evaluation du mélange a base de formaldéhyde selon I'outil QCAT

Classes de danger

Classes de danger selon

Mélanges Compositions QCAT des composants seltr)rr‘lé(é(rtlgl du
F Idéhyd
Mélange a base de ormalaenyae
fi Idéh
ormaldehyde Autres composés Non évalué

4.2.3.2 Evaluation des alternatives

L’outil QCAT ne peut étre directement appliqué dans ce cas-ci puisque les trois alternatives proposées
n’utilisent pas de fixateur chimique.

En conclusion, aucun danger n’ayant été identifié, les 3 alternatives se voient attribuer la classe finale
de A.

Tableau 11 : Comparaison des alternatives selon le module « danger » (outil QCAT)

Alternatives
Critéres Le transfert direct de la
d'évaluation des | Formaldéhyde piéce fraiche a La conservation de | La technologie de mise
dangers température ambiante | la piéce fraiche & | sous vide couplée au
au laboratoire avant 4°C froid @ 4°C
analyses
Classes de
dangers selon
QCAT

4.2.3.3 Conclusions du module danger « QCAT »

N’étant pas classées F, le transfert direct de la piéce fraiche a température ambiante au laboratoire
avant analyses, la conservation de la piece fraiche a 4°C ainsi que la technologie de mise sous vide
couplée au froid a 4°C peuvent étre étudiées dans les modules de la phase simultanée.

I = .. .. mmm——
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4.2.4 Conclusions de la phase séquentielle

Le prélevement de I'échantillon peut s’effectuer en bloc opératoire (hdpital ou clinique) ou lors d’une
consultation médicale en cabinet libéral. Les 3 alternatives identifiées dans la phase séquentielle
peuvent étre proposées dans toutes les situations de la phase pré-analytique. Cependant, le temps
d’'ischémie est un facteur essentiel a prendre en compte puisque chaque alternative posséde une
contrainte temporelle au-dela de laquelle elle n’est plus viable. Ainsi le transfert direct de la piéce
fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses peut étre possible si le temps
d’ischémie reste inférieur a 1 heure. Une conservation de la piéce fraiche a 4°C peut étre également
envisagée si le temps d’ischémie reste inférieur a 2 heures. Enfin, une conservation par la technologie
de mise sous vide couplée au froid a 4°C peut étre envisagée si le temps d’ischémie reste inférieur a
72 heures.

4.3 Les modules de la phase simultanée

Les experts de I'Anses ont souhaité appliquer les modules de la phase simultanée a chacune des
alternatives identifiées.

4.3.1 Le module de danger « GreenScreen »

4.3.1.1 Evaluation du mélange a base de formaldéhyde

Identification et catégorisation des dangers du formaldéhyde (n° CAS 50-00-0)

Selon le réglement CLP, le formaldéhyde est classé cancérogéne de catégorie 1B. D’aprés I'outil
GreenScreen, le niveau de danger attribué a I'effet cancérogénicité est fort « H ».

Ayant un niveau de danger « fort » en santé humaine, la classe de danger finale attribuée au
formaldéhyde est la classe 1 (substance chimique extrémement dangereuse) d’apres [outil
GreenScreen. Il n’a donc pas été nécessaire d’étudier les autres effets.

Assignation de la classe de danger finale des mélanges a base de formaldéhyde

Comme le formaldéhyde est classé 1 (classe la plus pénalisante), les autres composés du mélange
n‘ont pas été évalués au travers de I'outil GreenScreen puisque le produit se voit attribuer la classe
de la substance la plus pénalisante contenue dans le mélange, c'est-a-dire la classe 1.

Tableau 12 : Evaluation du mélange a base de formaldéhyde selon I'outil GreenScreen

Classes de danger selon
Mélanges Compositions GreenScreen des
composants

Classes de danger selon
GreenScreen du mélange

F Idéhyd
Mélange a base de ormaidenyde

formaldéhyde

Autres composés Non évalués

4.3.1.2 Evaluation des alternatives

L’outil GreenScreen ne peut étre directement appliqué dans ce cas-ci puisque les trois alternatives
proposées n'utilisent pas de fixateur chimique.

En conclusion, aucun danger n’ayant été identifié, les 3 alternatives se voient attribuer la classe finale
de 4.
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Tableau 13 : comparaison des alternatives selon le module « danger » GreenScreen

Alternatives
Criteres .
d'évaluation des | Formaldéhyde | Le transfert direct de la piece |La conservation L?ntizghsnoﬂg%%ge
dangers fraiche a température ambiante de la piéce counlée au froid &
au laboratoire avant analyses fraiche a 4°C P 4°C
Classes de
dangers selon
GreenScreen

4.3.2 Le module « Estimations des colits de substitution »

La nécessité du transport des piéces anatomiques, qui existe seulement dans le cas d'un
établissement ne possédant pas un laboratoire d’analyses, a conduit a distinguer deux types de
scénarios pour le calcul du colt des alternatives au formaldéhyde.

Le premier scénario concerne les établissements possédant un laboratoire in situ. Le second
concerne les établissements ne possédant pas de laboratoire au sein de leur structure.

4.3.2.1 Scénarios de substitution et données pour un établissement
possédant un laboratoire in situ

Dans cette catégorie, sont considérés les établissements possédant leur propre laboratoire
d’analyses.

Il est considéré dans la suite un hépital et un bloc ayant les mémes caractéristiques en termes
d’activité et celles-ci ont été fixées par le GT pour représenter une structure d’activité « typique ».

L’activité (en nombre de piéces et prélévements effectués) d’'une structure « typique » n’est pas
connue et a en fait été déduite de la consommation en formaldéhyde (connue) et d’hypothéses sur la
taille des flacons et la quantité de formaldéhyde utilisée par prélévement.

Les prix et les colts sont exprimés en € 2017. Le colt d’un scénario est estimé par sa Valeur Actuelle
Nette, calculée en prenant un taux d’actualisation de 4%, avec distinction de codts d’investissements
initiaux et de colts d’exploitation annuels constants (avant actualisation).

Pour les consommations énergétiques, le prix du kWh est supposé égal a 0,13€ et constant sur la
période (simplification mais l'impact de toute variation réaliste serait négligeable). Les prix des
consommables, des contrats de maintenance, etc... sont également supposés constants sur la
période.

Les experts du GT ont, sur la base des informations trouvées dans la littérature et des auditions,
sélectionné 3 scénarios de substitution au formaldéhyde :

e Le transfert direct de la piéce fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses
(dans un délai inférieur a 1h)

e Letransport de la piéce anatomique fraiche au laboratoire sans traitement mais avec stockage
temporaire a 4°C (dans un délai inférieur a 2 heures).

e Latechnologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C (dans un délai inférieur a 72h).

Les colts du scénario de référence (pratique actuelle avec le formaldéhyde) ont été également
calculés car les colts des scénarios de substitution sont évalués en termes de différence avec le co(t
du scénario de référence.

Pour tous les scénarios, une durée de 7 ans (correspondant a la durée de vie attendue de la machine
de mise sous vide) a été considérée, et 'achat de la technologie de mise sous vide est le seul
investissement significatif dans 'ensemble des scénarios.
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Données et hypothéses pour le scénario de référence (formaldéhyde)

Tous les colts sont des colts d’exploitation et les principales données et hypothéses les concernant
sont les suivantes :

e Prix du formaldéhyde a 4% : 2€/L (MM France 2016)

¢ Volume des flaconnages : 10 mL (hypothése)

¢ Quantité de formaldéhyde consommée : 10L par mois (AP-HP 2008)
e Le nombre de flacons est déduit des deux données précédentes

e Prix unitaire des consommables (flacons) : 1€ (AP-HP 2017)

Données et hypothéses pour le scénario du transfert de la piéce fraiche au laboratoire
d’analyses avec ou sans conservation a 4°C

Les principales données et hypothéses sont les suivantes :

e Codtinitial de la réorganisation du service pour permettre le transfert : 8 journées de travail de
8 heures d’un logisticien au colt de 100€/h (avec charges)

e Prix unitaire des consommables (flacons) : 1 € (AP-HP 2017)

e Le nombre et la contenance des flacons sont égaux au nombre et a la contenance des flacons
utilisés dans le scénario de référence

Dans le cas du scénario de conservation de la piéce fraiche a 4°C, le colt d’acquisition d’'un
réfrigérateur (1000€) et sa consommation énergétique annuelle en colt d’exploitation (80 kWh/an?)
sont rajoutés au scénario.

Données et hypothéses pour le scénario de la technologie de mise sous vide couplée au froid
(4°C)

Les informations relatives aux codts liés a la technologie de mise sous vide ont été transmises par le
seul fournisseur identifié par I'’Anses.

Les principales données et hypothéses sont les suivantes :

e Prix d’achat de la machine de mise sous vide 15 000 € (MM France 2016). Il s’agit plutét d’'un
colt maximum ;

e Co0t annuel de maintenance de la machine : 3 000 € (MM France 2016)
e Consommation énergétique annuelle de cette machine : 36 kWh (MM France 2016)
e Prix unitaire des consommables (sacs) : 2,5 € (MM France 2016)

e Le nombre et la contenance des sacs sont égaux au nombre et a la contenance des flacons
utilisés dans le scénario de référence

Les experts de I'Anses considérent qu'il n'y a pas de surcolt du temps personnel car ce dernier est
jugé similaire au temps personnel pour la fixation au formaldéhyde.

Résultats et comparaison des scénarios pour un établissement possédant un laboratoire in
situ
Le tableau ci-dessous résume les colts de chacun des scénarios et présente les différences de

chaque scénario de substitution avec le scénario de référence, en valeurs monétaires et en relatif (%).
Les détails des calculs sont disponibles en annexe 2.

2 Cas d'un réfrigérateur de classe A+++
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Tableau 14 : Colt des scénarios de substitution pour un établissement possédant un laboratoire in

situ
&
&
-
o &
S
5 $
& i
o A
& &
& F
@E? 5";5?
&
. @
& & &
SN O
4 o q

Scénario formaldéhyde 63 670 €
Scenario "transfert direct piéce fraiche” (< 1h) 2575 E 4905£ 4%
Scenario "piéce fraiche stockée & 4°C" (< 2h) f9 599 £ 5929 5%
Scenario "piéce fraiche sous vide 3 4°C" (< 72h) | 188511 €| 124 B41 €| 100%

Conformément a la méthodologie mise au point (Anses 2018), les alternatives sont réparties en 4
classes en fonction de leurs quartiles dans la distribution des colts de substitution.

Les colts de substitution du transfert direct de la piéce fraiche au laboratoire d’analyses et de la
conservation de la piéce fraiche a 4°C se situent entre 0% et 25% (premier quartile) du coit maximal
observé et sont du méme ordre de grandeur que le colt d'utilisation du formaldéhyde. La classe 4
« colt relatifs les moins élevés » leur est donc attribuée.

Le colt de substitution de la technologie de mise sous vide couplée au froid se situe entre 75% et
100% du colt maximal observé (dernier quartile). La classe 1 « co(t relatifs les plus élevés » lui est
attribuée.

Tableau 15 : Comparaison des alternatives selon le module « Estimation des colts de substitution » -
Etablissements ayant un laboratoire in situ

Alternatives

Le transfert direct

Classes finales
« Estimation des
colts de
substitution »

Formaldéhyde

de la piéce fraiche
a température

ambiante au 4°C couplée au froid a
laboratoire avant 4°C
analyses

La conservation de
la piéce fraiche a

La technologie de
mise sous vide

4.3.2.2 Scénarios de substitution et données pour un établissement ne
possédant pas un laboratoire in situ

Dans cette catégorie, sont considérés les établissements ne disposant pas de leur propre laboratoire
d’analyses. Sont incluses également, les consultations meédicales en cabinet libéral.

. = .. ..

page 40/ 163

Octobre 2019



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

Pour illustrer les 3 scénarios, les experts ont considéré un établissement avec un bloc ayant les
mémes caractéristiques en termes d’activité et ces caractéristiques ont été fixées par le GT pour
représenter une structure d’activité « typique ».

Afin de pouvoir décrire I'activité d’'une structure « typique », les experts de I'’Anses ont repris les
mémes hypothéses que celles utilisées pour un établissement possédant un laboratoire in situ.
Cependant, dans ces scénarios, cette structure est supposée ne pas posséder de laboratoire et fait
donc appel a un laboratoire d’analyses distant et a un transporteur d’échantillons biologiques.

L’activité (en nombre de piéces et prélévements effectués) d’'une structure « typique » n’est pas
connue et a en fait été déduite de la consommation en formaldéhyde (connue) et d’hypothéses sur la
taille des flacons et la quantité de formaldéhyde utilisée par prélévement.

Les prix et les colts sont exprimés en € 2017. Le colt d’'un scénario est estimé par sa Valeur Actuelle
Nette, calculée en prenant un taux d’actualisation de 4%, avec distinction de colts d’investissements
initiaux et de colts d’exploitation annuels constants (avant actualisation).

Pour les consommations énergétiques, le prix du kWh est supposé égal a 0,13€ et constant sur la
période (simplification mais l'impact de toute variation réaliste serait négligeable). Les prix des
consommables, des contrats de maintenance, etc... sont également supposés constants sur la
période.

Les experts du GT ont, sur la base des informations trouvées dans la littérature et des auditions,
sélectionné les 3 mémes scénarios de substitution au formaldéhyde que ceux sélectionnés pour les
établissements possédant un laboratoire in situ :

e Le transfert direct de la piece fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses
(dans un délai inférieur a 1h) ;

e Letransport de la piéce anatomique fraiche au laboratoire sans traitement mais avec stockage
temporaire a 4°C (dans un délai inférieur a 2h) ;

e Latechnologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C (dans un délai inférieur a 72h).

Les colts du scénario de référence (pratique actuelle avec le formaldéhyde) ont été également
calculés car les colts des scénarios de substitution sont évalués en termes de différence avec le co(t
du scénario de référence.

Pour tous les scénarios, une durée de 7 ans (correspondant a la durée de vie attendue de la machine
de mise sous vide) a été considérée, et 'achat de la technologie de mise sous vide est le seul
investissement significatif dans I'ensemble des scénarios.

Données et hypothéses pour le scénario de référence (formaldéhyde)

Tous les colts sont des colts d’exploitation et les principales données et hypothéses les concernant
sont les suivantes :

e Prix du formaldéhyde a 4% : 2€/L (MM France 2016)
¢ Volume des flaconnages : 10 mL (hypothése)

e Quantité de formaldéhyde consommée : 10L par mois. En I'absence de données provenant
des établissements ne possédant pas leur propre laboratoire d’analyses, le GT est reparti de
I'hypothése des 10l/mois provenant de la consommation moyenne de formaldéhyde dans un
bloc opératoire en milieu hospitalier

e Le nombre de flacons est déduit des deux données précédentes
e Prix unitaire des consommables (flacons) : 1€ (AP-HP 2017)

e Transport vers le laboratoire par société spécialisée utilisant des contenants adaptés : 1
livraison par boite de 2I par jour a environ 40 €HT/livraison (TSE 2017)
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Données et hypothéses pour le scénario du transport de la piéce fraiche au laboratoire
d’analyses avec ou sans conservation a 4°C préalable

Les principales données et hypothéses sont les suivantes :

e Prix unitaire des consommables (flacons) : 1 € (AP-HP 2017). Le nombre et la contenance
des flacons sont égaux au nombre et a la contenance des flacons utilisés dans le scénario de
référence

e Acquisition d'un réfrigérateur (1000€) et sa consommation énergétique annuelle en codt
d’exploitation (80 kWh/an®) dans le cas de la conservation de la piece fraiche a 4°C avant
transport au laboratoire

e Transport vers le laboratoire extérieur par une société spécialisée utilisant des contenants
adaptés : 2 livraisons par boite de 2L par jour a environ 40 €HT/livraison (TSE 2017).

Données et hypothéses pour le scénario de la technologie de mise sous vide couplée au froid
(4°C) puis transport vers le laboratoire

Les informations relatives aux codts liés a la technologie de mise sous vide ont été transmises par le
seul fournisseur identifié par I'’Anses.

Les principales données et hypothéses sont les suivantes :
e Prix d’'achat de la machine de mise sous vide 15 000 € (MM France 2016);
e Co0t annuel de maintenance de la machine : 3 000 € (MM France 2016)
e Consommation énergétique annuelle de cette machine : 36 kWh (MM France 2016)
¢ Prix unitaire des consommables (sacs) : 2,5 € (MM France 2016)

e Le nombre et la contenance des sacs sont égaux au nombre et a la contenance des flacons
utilisés dans le scénario de référence

e Transport vers le laboratoire par une société spécialisée utilisant des contenants adaptés : 1
livraison par boite de 2L par jour a environ 40 €HT/livraison (TSE 2017).

Les experts de I'Anses considérent qu'il n'y a pas de surcolt du temps personnel car ce dernier est
jugé similaire au temps personnel pour la fixation au formaldéhyde.

Résultats et comparaison des scénarios pour un établissement ne possédant pas un
laboratoire in situ

Le tableau ci-dessous résume les colts de chacun des scénarios et présente les différences de
chaque scénario de substitution avec le scénario de référence, en valeurs monétaires et en relatif (%).
Les détails des calculs sont disponibles en annexe 3.

3 Cas d'un réfrigérateur de classe A+++
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Tableau 16 : Colt des scénarios de substitution pour un établissement ne possédant pas de
laboratoire in situ

N
§ &
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& <
& 5
N &
&L &
N Z
& &
N o &
> ¢ <
& «‘5 $
S & &
S S Q
Scénario formaldéhyde 151534 €
Scénario "transfert direct piéce fraiche" (< 1) 238 150 € 86616€| 69%
Scénario "piéce fraiche stockée a 4°C" (< 2h) 239174 € 87640€| 70%
Scénario "piece fraiche sous vide a 4°C" (< 72h) 276375 € 124 841 €| 100%

Conformément a la méthodologie mise au point (Anses 2018), les alternatives sont réparties en 4
classes en fonction de leurs quartiles dans la distribution des colts de substitution.

Les colts de substitution du transfert de la piece a température ambiante ainsi que les colts de
transfert de la piéce fraiche a 4°C se situent entre 50% et 75% (troisiéme quartile) du colt maximal
observé. La classe 2 « Codts relatifs moyennement élevés » leur est donc attribuée.

Les colts de substitution du transfert de la piece fraiche a 4°C couplée avec la technologie de mise
sous vide se situent entre 75% et 100% (dernier quartile) du colt maximal observé. La classe 1 « colt
relatifs les plus élevés » leur est donc attribuée.

Tableau 17 : Comparaison des alternatives selon le module « Estimation des colts de substitution » -
Etablissements n’ayant pas de laboratoire in situ

Alternatives

Le transfert direct
La technologie de

Formaldéhyde

de la piéce fraiche
a température

La conservation de
la piece fraiche a

mise sous vide

ambiante au 4°C couplée au froid a
laboratoire avant 4°C
analyses

Classes finales
« Estimation des
colts de
substitution »

La température pendant le transport de la piéce n’a pas d’'impact sur le codt final (TSE 2017).

Les scénarios du transfert de la piéce fraiche a température ambiante ou a 4°C ont été également
testés avec 3 ou 4 livraisons par boite de 2L par jour. Dans ces cas-la; les colts de substitution se
situeraient entre 75% et 100% (dernier quartile) du colt maximal observé. La classe 1 « co(t relatifs
les plus élevés » leur serait alors attribuée.

Comme mentionné plus haut, chacune des alternatives examinées présente des contraintes
temporelles qui conditionnent leur faisabilité. De ce fait, pour les établissements ne possédant pas de
laboratoire in situ, 'option d’'une alternative ou l'autre dépendra de leur capacité a respecter ces
contraintes.

A = . . ..
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De plus, bien que les établissements étudiés ici ne possédent pas de laboratoire en leur sein, il ne
peut étre exclu, dans certains cas, que la distance de I'établissement au laboratoire soit suffisamment
courte pour que I'établissement fasse le choix de ne pas faire appel a un transporteur pour y transférer
ses échantillons biologiques (mais s’organise autrement et & moindre co(t). Pour ces situations, les
colts présentés dans le tableau précédent sont probablement surestimés et susceptibles d’entrainer
une classe finale inférieure.

4.3.3 Le module « Conditions d’exposition »

Les critéres suivants définis dans la méthode a appliquer doivent étre complétés pour chacune des
alternatives.

Tableau 18 : Critéres d'évaluation du module "Conditions d'exposition”

Critéres
Pression de | 0-5Pa 5- 1000 Pa 1000-5000 Pa > 5000 Pa
vapeur Trés peu volatil Modérément volatil Volatil Trés volatil
Inflammabilité Pe < 23°C Pe < 23°C
(Point &clair Pe > 60°C 23°C < Pe <£60°C Teb > 35°C Teb < 35°C
noté Pe et - L o o
tempeérature Liquide et vapeurs | Liquide et vapeurs Liquide et Liquide et vapeurs
d'ébullition non inflammables inflammables vapeurs trés extrémement
notée Teb) inflammables inflammables
Procédé Clos Qlos | mais ouvert Ouvert Dispersif
réguliérement
F,reg.uen_ce Occasionnelle Intermittente Fréquente Permanente
d’utilisation
Quantité utilisée | Trés faible Faible Intermédiaire Elevée

Conformément a la méthode, les critéres « fréquences d’utilisation » et « quantités utilisées » sont
d’abord a définir.

Plusieurs prélévements peuvent étre effectués au bloc opératoire pour analyses. Ainsi les experts ont
retenu la classification suivante :

Tableau 19 : Définitions des classes du critére "Fréquence d'utilisation”

Utilisation Utilisation Utilisation Utilisation
annuelle mensuelle hebdomadaire quotidienne
Fréquence d’utilisation
Occasionnelle Intermittente Fréquente Permanente

Tableau 20 : Définitions des classes du critére "Quantités utilisées"

Inférieur a 10L | Entre 10 et 100L | Entre 100 et 1000L | Supérieur a 1000L
Quantités
annuelles utilisées
Trés faible Faible Intermédiaire Elevée

4.3.3.1 Evaluation du formaldéhyde
Les critéres définis dans la méthode sont complétés pour le formaldéhyde.
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Lorsque les prélévements sont fixés au bloc opératoire, la piece anatomique est déposée dans un
récipient dans lequel est versée une solution de formaldéhyde a 4%. Le procédé « clos mais ouvert
une fois » a été retenu dans la mesure ou le procédé est ouvert afin d’introduire le formaldéhyde dans
le récipient. Ce dernier est ensuite fermé et ne sera rouvert qu'au laboratoire, lors de la phase
analytique.

La fréquence d’utilisation « Permanente » a été retenue car les prélévements destinés a étre analysés
au laboratoire sont quotidiens.

La quantité annuelle « Intermédiaire » a été retenue. En effet d’aprés I'enquéte conduite sur
l'utilisation du formaldéhyde aux blocs opératoires, la majorité des blocs utilisent entre 1 et 10 litres
de formaldéhyde par mois (AP-HP 2008).

Tableau 21 : Evaluation des "conditions d'exposition” pour le formaldéhyde

Critéres d'évaluation des « conditions

d'exposition » Formaldehyde
_ 440 000
Pression de vapeur (Pa) . .
Trés volatil
Pe =83°C
Inflammabilité (°C) Liquide et vapeurs

non inflammables

e e s Clos mais ouvert
Procédé utilisé

une fois
Fréquence d'utilisation Permanente
Quantité utilisée Intermédiaire

Classes des « conditions d’exposition » _

Au regard des grandes quantités de formaldéhyde utilisées dans les blocs opératoires de fagon
quotidienne et du procédé utilisé « clos mais ouvert une seule fois », les experts ont attribué une
classe 2 « Conditions d'exposition moyennes » pour le formaldéhyde.

4.3.3.2 Evaluation des alternatives
Les criteres définis dans la méthode sont complétés pour les 3 alternatives.

Tableau 22 : Comparaison des alternatives selon le module "Conditions d'exposition"

Alternatives
Critéres Le transfert direct de
d'évaluation des | Formaldéhyde la piece fraiche a La conservation de | La technologie de mise
dangers température ambiante | la piéce fraiche a | sous vide couplée au
au laboratoire avant 4°C froid a 4°C
analyses
Pression de . .
Tres volatil
vapeur (Pa)
Sans objet car il N’y a pas de substances chimiques dans les
Liquide et procédés alternatifs
Inflammabilité (°C)| vapeurs non
inflammables

page 45/ 163 Octobre 2019



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

Clos mais

Procédé utilisé .
ouvert une fois

Fréquence Permanente
d’utilisation

Quantité utilisée Intermédiaire

Classes des
« conditions
d’exposition »

Les 3 alternatives n’utilisent aucun fixateur chimique, par conséquent une classe finale de
4 « Conditions d’exposition estimées négligeables » leur est attribuée.

4.3.4 Le module « Autres impacts »

4.3.4.1 Laréévaluation du risque biologique
Le formaldéhyde est un puissant biocide permettant une décontamination tissulaire.

Manipuler un prélevement non-fixé et potentiellement contaminé par des agents infectieux (bactéries,
virus, parasites, levures...), pourrait entrainer un déplacement de risque vers le risque biologique
(Ministére du travail de I'emploi et de la santé et Direction générale de I'offre de soins 2012).

Les régles d’hygiéne et de sécurité habituelles permettent de réduire les risques infectieux potentiels

e le port des équipements de protections individuelles en particulier lors du prélévement, et de
sa préparation par ensachage solide et hermétiquement fermé permettant un confinement
physique temporaire,

e deslocaux présentant un systéme de traitement et de distribution de 'air permettant de réduire
au maximum les risques biologiques ou/et I'utilisation d’équipements de protection collective
a haut pouvoir de confinement,

e etletransport selon la réglementation en vigueur dans un véhicule et un dispositif de transport
dédié.
4.3.4.1 L’organisation des flux lors du transport des prélévements
Dans le meilleur des cas, le laboratoire d’analyse est a proximité du lieu de prélévement.

Le processus allant du prélevement jusqu’a l'arrivée au laboratoire d’ACP doit étre amélioré, sans
perte de chance pour le patient. Ainsi, le programme de prélévement au niveau des blocs opératoires
(hépital ou clinique), ou au niveau des cabinets libéraux doit pouvoir étre optimisé par des protocoles
de collectes sur les lieux de prélevements qui garantissent la réduction du temps des phases :

e de stockage a température ambiante sur le lieu de prélévement des piéces fraiches. Entre le
moment du prélévement et sa fixation au laboratoire, il ne doit pas s’écouler plus d’une
heure ;

e de stockage au froid (4°C) sur le lieu de prélevement des piéces fraiches. Entre le moment du
prélevement et sa fixation au laboratoire, il ne doit pas s’écouler plus deux heures ;

e de stockage au froid (4°C) des piéces fraiches mais conditionnées sous vide. Entre le moment
du prélevement et sa fixation au laboratoire, il ne doit pas s’écouler plus de 72 heures ;

e detransport : la logistique doit étre pensée de maniére a réduire le temps de trajet entre le lieu
de prélévement et le laboratoire. Ainsi, I'organisation des transferts doit permettre une rotation
plus fréquente des courses pour répondre a cet impératif.

. - .- .. e
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4.3.4.2 Le respect de la chaine du froid lors du transport des prélévements

La conservation des prélévements frais ou mis sous vide et conservés a 4°C doivent rester a cette
température jusqu’a 'arrivée au laboratoire d’analyses, sans interruption de la chaine du froid.

Ainsi :

* la phase de stockage des piéces fraiches ou sous vide doit s’effectuer dans un réfrigérateur
dédié équipé d’un dispositif de tracgabilité de la température ;

e et la phase de transport des piéces fraiches ou sous vide doit s’effectuer dans une glaciére
électrique avec un dispositif de tracabilité de la température.

4.3.5 Présentation des résultats et conclusions
Les résultats finaux sont présentés dans les 3 tableaux ci-dessous.

Tableau 23 : Comparaison des alternatives au formaldéhyde lors de la phase pré-analytique
Etablissements ayant un laboratoire in situ

Alternatives
) Le transfert direct de
Conclusion des Formaldéhyde la piece fraiche & | La conservation de |  La technologie de
modules température ambiante | la piéce fraiche a mise sous vide
au laboratoire avant 4°C couplée au froid a 4°C
analyses

Classe finale du
module « capacités
techniques »

Classe finale du
module « dangers »
(GreenScreen)

Classe finale du
module « conditions
d'exposition »

Classe finale du
module

« Estimation des
colts de
substitution»

Tableau 24 : Comparaison des alternatives au formaldéhyde lors de la phase pré-analytique
Etablissements n’ayant pas de laboratoire in situ

Alternatives
) Le transfert direct de
Conclusion des Formaldéhyde la piece fraiche 8 | La conservation de | La technologie de
modules température ambiante | la piéce fraiche a mise sous vide
au laboratoire avant 4°C couplée au froid a 4°C
analyses

Classe finale du
module « capacités Classe 3
techniques »
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Classe finale du
module « dangers »
(GreenScreen)

Classe finale du
module « conditions
d'exposition »

module

colts de

Classe finale du

« Estimation des

substitution»

Tableau 25 : Identification des autres impacts liés a la substitution en bloc opératoire

Alternatives
Le transfert direct de la .
Conclusion , . N . La technologie de
des modules Formaldéhyde t emplgrc;ljrrzlgrrfb;nte La conservation de la mise sous vide
P . piece fraiche a 4°C couplée au froid a
au laboratoire avant 4°C
analyses
L . . Réévaluation du
Réévaluation du risque risque biologique
Réévaluation du risque biologique
biologique
Identificati Nouvelles contraintes Nouvelles
entification . ) contraintes
des « autres Sans objet Nouvelles contraintes Temps d’ischémie L
impacts » Temps dlischémi inférieur 3 2 heures | ._1emps dischémie
emps dischemie inférieur & 72 heures
inférieur a 1 heure Organisation des flux o
L Organisation des flux
Organisation des flux | Respect de la chaine du .
X Respect de la chaine
froid :
du froid
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5 La substitution du formaldéhyde lors de la phase
analytique

5.1 L’identification des alternatives pour les besoins de fixation

Une identification des alternatives potentielles a la substance a substituer a été réalisée par une
recherche dans la littérature scientifique et par une consultation des parties prenantes de la
profession.

5.1.1 L’identification des alternatives au travers la littérature scientifique

5.1.1.1 La méthode d’identification des études bibliographiques

Les bases de données PubMed et Scopus ont été utilisées afin de déterminer les articles pertinents
concernant la substitution du formaldéhyde en milieu d’anatomie et cytologie pathologiques humaines
(ACP).

La stratégie de recherche a porté spécifiquement sur le secteur d’ACP en intégrant les mots clés
relatifs aux techniques d’analyses utilisées dans les laboratoires ainsi que les mots clés décrivant les
propriétés de fixation du formaldéhyde. Les requétes relevaient également des publications relatant
I'utilisation de substituts dans le secteur concerné. Le volet thanatopraxie étant traité dans un autre
rapport, les mots clés relatifs a ce domaine ont été exclus de cette recherche.

Au final, 86 publications ont été jugées pertinentes aprés lecture des titres et résumés.

La substance a été recherchée par son numéro CAS (50-00-0) ainsi que par les termes MeSH, issus
du thésaurus de Medline, suivants: Formaldehyde et ses synonymes Formalin et Formol,
Formaldehyde poisoning [supplementary Concept]. Les autres termes MeSH recherchés sont :
Anatomical pathology, Clinical Laboratory Technique (Histological technique, Histocytochemistry,
Immunohistochemistry, Histocytological Preparation Technique, Tissue Preservation, Tissue Fixation,
Fixatives, Substitute et Alternative.

La recherche bibliographique a été effectuée jusqu’a avril 2015.

5.1.1.2 La description des études retenues

Les études sélectionnées comparent les propriétés fixatrices du formaldéhyde a celles d’'un ou
plusieurs autres fixateurs dans des circonstances variées d’analyse.

L’étude la plus ancienne retrouvée remonte aux années 1970, date a laquelle la thématique de la
substitution était abordée en raison de la conservation suboptimale des acides nucléiques par le
formaldéhyde. A partir des années 1990 paraissent des études évoquant comme principal motif «
I'inconfort du personnel » manipulant cette substance (Boon et al. 1992). Finalement, les premiéres
études évoquant explicitement les effets sanitaires du formaldéhyde comme principale cause de la
recherche d’un substitut n’apparaitront qu’a la fin des années 2000.

Les articles sont majoritairement structurés de la méme fagon. L’introduction des articles évoque tout
d’abord le contexte et la motivation de la recherche d'un substitut au formaldéhyde. La partie
« matériel et méthodes » fait référence aux éléments suivants :

o Les fixateurs de choix pour I'étude, en précisant le nom commercial, la composition, la ou les
dilutions testées et la forme de formaldéhyde utilisée comme référence (la plus courante étant
la « non-buffered formalin (NBF) ») ;

o Lestissus et le circuit de fixation : les types de tissus utilisés (organe d’origine, origine humaine
ou non), conformité aux regles d’éthique et accord des patients, lieu d’obtention, nombre de
spécimens, temps et conditions de fixation ;

* Les méthodes d’analyse : inclusion en paraffine, colorations standards ou autres colorations
utilisées pour Tl'analyse histochimique, marqueurs de choix pour [Ianalyse
immunohistochimique ;
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* Les analyses d’acides nucléiques : techniques d’extraction d’ADN ou ARN utilisées, modalités
d’amplification, résultats de I'analyse quantitative et qualitative ;

e Les autres méthodes : utilisation de cryométrie de flux, microscopie électronique ;
* Des images de différentes coupes obtenues.

L’étendue de chaque étude est trés variable. Dans le meilleur des cas, des comparaisons sont
menées sur un nombre d’échantillons de I'ordre de la centaine, issus de tissus tumoraux et sains,
d’origine humaine, correspondant a différents types d’organes, étudiés dans un laboratoire
d’anatomocytopathologie hospitalier en pratique clinique courante, évaluant plusieurs substituts
simultanément et fixant des échelles d’évaluation semi-quantitative pour la qualité des images
obtenues grace a chaque fixateur.

Les études les plus modestes évaluent 1 ou 2 substituts en fixant des tissus d’origine animale avec
une analyse uniquement en microscopie optique classique. Leurs évaluations consistent
essentiellement en une description qualitative.

5.1.1.3 Les principaux résultats issus des études bibliographiques
Les mélanges contenant du formaldéhyde n’ont pas été retenus dans le tableau suivant car, contenant
toujours la substance cancérogéne, ils ne peuvent pas étre considérés comme des substituts.

Au total, 58 substituts potentiels ont été identifiés. Cependant, tous les substituts ont été étudiés de
maniére trés limitée. Pour un substitut donnég, il y a au maximum 5 études qui évaluent ses
performances. Ainsi les 6 substituts les plus étudiés dans la littérature (au moins 4 études
comparatives avec le formaldéhyde) sont le PAXGene®, I'éthanol, le Finefix®, 'Histochoice®, le miel
et le RCL2®.

Toutefois, ces études permettent uniquement de soutenir la validité d’un fixateur dans des conditions
d'utilisation données. En effet, les substituts ont été étudiés sur des tissus spécifiques ou pour
diagnostiquer une pathologie bien précise. Ainsi chaque substitut identifié n’est pas compatible pour
toutes les situations. A titre d’exemple, le PAXgene® est défaillant pour la visualisation et/ou coloration
des globules rouges (Kap et al. 2011).

En immunohistochimie, seuls quelques anticorps ont été pris en compte par étude alors que des
bibliothéques entiéres d’anticorps existent. Leur utilisation est d’'une importance capitale en matiére
diagnostique et thérapeutique. Ceci représente une limite supplémentaire des études
bibliographiques consultées.

En conclusion, I'analyse de la littérature scientifique ne révele aucun substitut capable de remplacer
le formaldéhyde dans toutes ses utilisations.

5.1.1.4 La liste des alternatives identifiées

Le tableau ci-dessous liste 'ensemble des alternatives identifiées dans la littérature pour leur propriété
de fixation.

Les noms des alternatives ont été retranscrits tels que trouvés dans la littérature. Dans certaines
publications, ce sont des molécules parfaitement identifiées qui ont été étudiées alors que dans
d’autres, seuls les noms commerciaux apparaissent sans autre information sur leur composition.

Tableau 26 : Liste des fixateurs alternatifs identifiés dans la littérature scientifique

Substituts Références Nombre de références
(Belloni et al. 2013, Gilindisch et al. 2013,
PAXgene® Kap et al. 2011, Nietner, Jarutat, et 4
Mertens 2012)
1,3- dialcoxyméthylimidazolium
bis(trifluorométhylsulfonyl)imides (Pernak et al. 2005) 1
1,3- dialcoxyméthylimidazolium (Pernak et al. 2005) 1

tétrafluoroborates
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Substituts Références Nombre de références
1-Méthyl-3-
octyloxyméthylimidazolium (Pernak et al. 2005) 1
tétrafluoroborate
Alcool polyvinylique (Nace, Steurer, et Eberhard 1999) 1
Tissue-Tek X_pre_ss® Molecular (Li et al. 2014) 1
Fixative
Boonfix® (Van Essen et al. 2010) 1
Carnoy® (Schutte et al. 1987, Souza et al. 2013) 2
Carnoy® (modified) (Cox et al. 2006) 1
Cell-block® (Zanini et al. 2012, Aydin et al. 2013) 2
Cymol® (Benerini Gatta et al. 2012) 1
Diméthyladipimidate (DMA) (Matthopoulos et Tzaphlidou 1987) 1
Diméthylsuberimidate (DMS) (Matthopoulos et Tzaphlidou 1987) 1
Ecofix® (Pietrzak-Johnston et al. 2000) 1
Ethanol (Gedrange et al. 2008, Schutte et al. 1987, 4
Cox et al. 2006, Souza et al. 2013)
Excell Plus® (Lassalle et al. 2009) 1
(Acton, Harvey, et Grow 2005, Lassalle et
Finefix® al. 2009, Moelans et al. 2011, Aydin et al. 5
2013, Dotti et al. 2010)
F-Solv® (crosslinking) (Moelans et al. 2011) 1
Glutaraldéhyde (Schutte et al. 1987) 1
Glycérol (Gedrange et al. 2008) 1
e (Titford et Horenstein 2005, Lassalle et al.
Glyo-Fixx® 2009, Aydin et al. 2013) 3
Green-Fix® (Aydin et al. 201?2>,0I?§;1erini Gatta et al. 2
(Willmore-Payne, Metzger, et Layfield
GTF® 2007) 1
(Prento et Lyon 1997, Titford et Horenstein
. . 2005, Willmore-Payne, Metzger, et Layfield
Histochoice® 2007, Melrose et al. 2008, Kacena et al. 5
2004)
Histofixx® (Titford et Horenstein 2005) 1
Hydrosafe® (Lassalle et al. 2009) 1
(Ozkan et al. 2012, Patil et al. 2013, Patil
Miel et al. 2015, Sabarinath, 4
Sivapathasundharam, et Sathyakumar
2014)
(Nietner, Jarutat, et Mertens 2012,
HOPE® Shevchuk et al. 2014, Vollmer et al. 2006) 3
Liquides ioniques (1-méthyl-3-
octyloxyméthylimidazoli- (Majewski et al. 2003) 1
um tétrafluoroborate)
Kryofixx® (Boon et al. 1992, Prento et Lyon 1997) 2
Alcool polyvinylique a faible
viscosité a base de chlorure (Pietrzak-Johnston et al. 2000) 1
mercurique (LV-PVA)
Modified Methacarn® (Cox et al. 2006) 1
Methacarnoy® (Dotti et al. 2010) 1
Mirsky® (Prento et Lyon 1997) 1
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Substituts Références Nombre de références
(Meyer, Niedobitek, et Wenzelides 1996,
NOTOX® Prento et Lyon 1997, Nissen et al. 1996) 3
Notoxhisto® (Acton, Harvey, et Grow 2005) 1
e (Willmore-Payne, Metzger, et Layfield
O-Fix® 2007) 1
Omnifix 11® (Prento et Lyon 1997, Titford et Horenstein 2
2005)
PAGA (Zanini et al. 2012) 1
Parasafe® (Pietrzak-Johnston et al. 2000) 1
PBS® gsolution saline (Cox et al. 2006) 1
tamponnée au phosphate)
) (Willmore-Payne, Metzger, et Layfield
Penfixx® 2007) 1
Prefer® (Wang et al. 2011) 2
Prives Method (Wolff et al. 2012) 1
Proto-fix® (Pietrzak-Johnston et al. 2000) 1
RCL2-CS100® (Boissiere-Michot et al. 2013) 1
(Lassalle et al. 2009, Moelans et al. 2011,
RCL2® Masir et al. 2012, Van Essen et al. 2010, 5
Zanini et al. 2012)
Solvanol® (Panzacchi et al. 2013) 1
Statfix® (Bostwick, al Annouf, et Choi 1994) 1
. - (Pietrzak-Johnston et al. 2000, Nace,
Streck tissue fixative® (STF) Steurer, et Eberhard 1999) 2
Jaggery sirup (Patil et al. 2015) 1
Sucrose (30%) (Cox et al. 2006) 1
(Cox et al. 2006, Nadji et al. 2005, Nassiri
UMFIX® et al. 2008) 3
e (Willmore-Payne, Metzger, et Layfield
Unifix® 2007) 1
Weigner fixateur® (Klopfleisch et al. 2013) 1
Z7 (Zanini et al. 2012) 1
(Zanini et al. 2012, Zhao et al. 2011,
ZBF Wester et al. 2003) 3
ZSF (zinc salt fixation) (Hicks et al. 2006) 1

En conclusion, 58 alternatives ont été identifiees dans la littérature scientifique.

5.1.2 L’identification des alternatives a travers 'audition de professionnels

La consultation de parties prenantes de la profession a également apporté des éléments sur les essais
menés avec I'Excell Plus® et le RCL2® et 'Hydrosafe® (MM France 2016, SMPF et IHP 2015).

Concernant les procédés alternatifs, les parties prenantes de la profession ont présenté le procédé
de mise sous vide couplée avec l'utilisation de fixateur ainsi que la congélation a -80°C comme des
alternatives possibles a I'utilisation du formaldéhyde.

5.1.2.1 La mise sous vide couplée avec l'utilisation de fixateur

Le procédé utilisé en phase pré-analytique peut également étre utilisé en phase analytique dans les
laboratoires d’anatomopathologie.
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En effet, une fois la macroscopie réalisée, la piéce peut étre mise a nouveau sous vide avec le fixateur
afin d’étre stockée dans le laboratoire jusqu’a I'édition du compte-rendu de I'anatomopathologiste.

En 2016, seule la technologie de mise sous vide couplée avec I'utilisation de formaldéhyde est
disponible sur le marché francais. Elle n’existe pas avec I'utilisation d’'un autre fixateur chimique (MM
France 2016, CCAP 2016).

5.1.2.2 La congélation

La congélation a -80°C est décrite comme un mode de conservation. L'échantillon congelé au
laboratoire peut étre conservé et décongelé si besoin est afin de pouvoir refaire des analyses sur la
piéce native. Les techniques de biologie moléculaire, par exemple, peuvent étre menées sur des
échantillons qui ont été congelés. Il est alors possible de les stocker dans des congélateurs ou des
cuves d’azote liquide.

Un retour d’expérience du laboratoire d’ACP de I'Hépital européen Georges-Pompidou (HEGP)
illustre I'utilisation de la congélation. Seulement, pour des raisons de capacités de stockage, seules
les zones d'intéréts sont congelées. Ces morceaux d’échantillons ne dépassant pas 1 cm? sont
congelés dans des cryotubes, le reste de I'échantillon étant fixé (CCAP 2016).

5.1.2.3 Conclusions

La technologie de mise sous vide couplée avec I'utilisation de fixateur n’existe actuellement qu’avec
le formaldéhyde. Ce procédé n’est pas considéré comme un procédé alternatif dans la mesure ou il
utilise toujours la substance cancérogéne.

La congélation a -80°C est un moyen de conserver les piéces et de ne pas utiliser le formaldéhyde.
Cependant, une fois décongelées, les pieces doivent dans la plupart des cas étre fixées afin d’étre
analysées. Ce procédé permet de limiter I'utilisation de fixateur mais ne le supprime pas totalement.
Il ne peut donc pas étre considéré comme une réelle alternative et ne sera donc pas étudié dans la
suite de la méthode.

L’Hydrosafe®, I'Excell Plus® et le RCL2® sont les 3 mélanges de substitution identifiés via les
auditions des parties prenantes qui sont retenus pour étre étudiés dans la suite de la méthode.

5.1.3 Bilan des alternatives identifiées pour les besoins de fixation

Au final, 58 alternatives a I'utilisation du formaldéhyde ont été identifiées a travers la littérature
scientifique et a travers la consultation des parties prenantes de la profession.

5.2 Les modules de la phase séquentielle

5.2.1 Le module « Capacités techniques »

5.2.1.1 Choix des critéres du module « Capacités techniques »

Un substitut au formaldéhyde doit étre un agent de couplage puissant induisant la formation de ponts
intra ou intermoléculaires. Il doit garantir la conservation des caractéristiques morphologiques et
antigéniques des tissus tout en assurant une reproductibilité des résultats. Le substitut doit posséder
un potentiel biocide et étre compatible avec le fonctionnement de tous les automates, les colorations
standards et spéciales, les techniques d'IHC, HIS et les analyses génomiques et protéomiques.
L’objectif de l'utilisation du fixateur a cette étape-ci est de garantir la conservation des échantillons
pendant 10 ans pour le suivi des patients (vérification de diagnostics en cas de rechute).

Ainsi, les experts de 'Anses ont retenu les 7 critéres suivants pour le module « capacités techniques »

¢ la qualité morphologique de la coupe en microscopie optique,
e la compatibilité avec les protocoles IHC,

e la compatibilité avec les protocoles HIS,

e la qualité et la quantité d’ADN extrait,
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¢ la qualité et quantité d’ARN extrait,
e le potentiel biocide,
e le temps de conservation de 10 ans.

5.2.1.2 Evaluation du formaldéhyde

Conformément a la méthode, il est attribué la classe finale de 3 au module « capacités techniques »
pour le formaldéhyde afin de pouvoir comparer ses capacités techniques avec celles des alternatives.

5.2.1.3 Evaluation des alternatives

La comparaison des alternatives au travers de la bibliographie
Les substances et mélanges de substitution

Un méme fixateur peut, dans des conditions différentes, engendrer des fixations différentes. Dans
une grande partie des études analysées, les conditions de fixation (temps de fixation, température,
volume utilisé par rapport a la taille de la piéce anatomique) ainsi que les caractéristiques
macroscopiques de la piéce fixée ne sont pas décrites. En I'absence d’'une harmonisation des
conditions d’utilisation d’un fixateur, il est difficile de comparer les études entre elles. Il est méme
constaté, pour un méme fixateur, des divergences dans la littérature selon les auteurs quant a sa
capacité a substituer le formaldéhyde, sans précisions sur 'origine de cette divergence (tissu différent,
variabilité inter observateur, conditions de fixation différentes...).

La dilution a des concentrations différentes, dans différents solvants, I'application d’autres produits ou
procédés afin d’appliquer des techniques d’immunohistochimie originellement non adaptées au
fixateur peuvent conduire a des appréciations diverses.

Les fixateurs commerciaux retrouvés dans la littérature correspondent essentiellement a des
mélanges. Toutefois, pour certaines formulations commerciales, aucune information n’est donnée sur
la composition exacte. Dans ces conditions, la classification de I'ensemble des fixateurs, la
caractérisation de leurs propriétés physico-chimiques et la comparaison des études entre elles restent
problématiques.

Il ressort des études analysées que la seule famille de substituts bien caractérisée est celle des
alcools. Ce sont des fixateurs rapides mais qui aboutissent au durcissement et au rétrécissement des
tissus. lls ont de bonnes performances en immunohistochimie (IHC) mais la conservation a long terme
des échantillons n’a pas été étudiée. Pour les fixateurs métalliques, leur toxicité semble étre la
principale limite (ex : le chlorure de mercure).

Pour la conservation de 'ARN et de 'ADN, la référence reste la cryoconservation, méthode par
laquelle aucune modification chimique n’est portée sur les acides nucléiques. Les performances du
formaldéhyde sont moins bonnes et de ce fait de nombreux fixateurs substituts ont été développés
pour ces techniques. En régle générale, les fixateurs non-réticulés, comme les alcools (coagulants)
par exemple, apportent de meilleurs résultats que le formaldéhyde.

En suivant les critéres retenus du module « capacités techniques », les substituts ont été comparés
par rapport au formaldéhyde en suivant les conclusions de chacune des études.

La technique de fixation HOPE®

La technique (procédé) HOPE® (Hepes-Glutamic acid buffer mediated Organic solvent Protection
Effect) a été développée par Jirgen Olert et son équipe a la fin des années 1990 (Olert et al. 2001)
et a fait 'objet d’'une demande de brevet au niveau international en 2001 pour une publication en 2003
sous le n° W0O2003029783 A1 (Olert 2003).

La technique comprend une solution de protection avec un tampon organique, I'acétone comme seul
agent déshydratant et de la paraffine pure mise en ceuvre a une température de fusion de 52-54 °C.
La technique de fixation HOPE® commence par une incubation de spécimens de tissus frais dans
une solution de protection aqueuse pendant une nuit a des températures basses de 0 a 4 ° C, suivie
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d'une déshydratation dans de 'acétone a 0-4 °C. Les tissus traités de cette maniére peuvent étre
intégrés directement a la paraffine. Les différentes étapes de cette technique sont détaillées dans le
graphique issu de la publication (Olert et al. 2001).

Incubation of tissues in Direct transfer into Dedrydration with End of dehydration after
HOPE protection-solution acetone of 0-4°C freshly prepared & howrs the same day
for 14-36 hours {2 hours) acetone{0-4°C) »
Ix 2 hours
¥
Sectioning in a Embedding of tissues Ovemight Direct transfer of the
conventional way by the in standard cassettes infittration of paraffin tissues into warmed
< paraffin(54°C)
Flattening of sections on Drying of sections in an Dewaxing with Rehydration with
water or #%(viv) incubator for 30 min at isopropanol(58°C) or T0% acetone(20 min)
polyethyleneglycol 50°C > and dest. water
{MW: 200) {RT) for 5 min (10 min) at 4°C
L

Figure 1 : Technique de fixation HOPE®

La solution de protection HOPE® hyperosmolaire, est une formulation a base ’HEPES (ou acide 4-
(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique (n° CAS 7365-45-9), composé organique
zwitterionique en solution dans un tampon contenant de I'acide glutamique et d’autres acides aminés
(glycine, L-alanine, L-proline, L-sérine ; indications figurant dans le résumé du brevet) avec des
concentrations de 10 a 100 mM pour un pH de 5,8 a 6,4 a température ambiante. Lorsque les
spécimens sont immergés dans la solution de protection, la solution pénétre les tissus par diffusion.
La procédure a eté optimisée pour précipiter les composés de la solution de protection pendant
linfusion dans l'acétone lors de la deuxieme étape. Un effet supplémentaire de la solution de
protection est d'ouvrir des capillaires ce qui accélére la pénétration de I'acétone dans les tissus.

Apreés la déshydratation, les spécimens sont directement transférés dans la paraffine (point de fusion :
52-54 °C). Les résidus de la solution HOPE® agissent encore de maniére protectrice sur la paraffine
"dissolvante" flottante et sont finalement éliminés du tissu avec l'acétone. L'incubation dans la
paraffine est effectuée a 54 °C pendant 12-16 h. Le traitement ultérieur des blocs est similaire a celui
des spécimens standard fixés au formol et a la paraffine.

L’utilisation d’acides aminés, dans cette technique de fixation moléculaire permettrait de protéger les
tissus des effets néfastes liés a I'acétone lors de la phase de déshydratation (Howat et Wilson 2014).
En immunohistochimie, une caractéristique critique de la technique HOPE® est que les sections de
tissus préparées ne doivent pas étre stockées pendant plus de 7 jours (Meyer et Nina Hornickel 2010).
Ces auteurs indiquent également que si le protocole HOPE® est correctement établi dans un
laboratoire, la conservation de la structure est, dans une certaine mesure, comparable a celle des
échantillons fixés dans la solution de Bouin. Dans une étude comparative, les auteurs indiquent que
la plupart des fixateurs testés préservent I'histomorphologie des tissus alors que celle-ci est dégradée
(réduite) pour les tissus fixés avec la technique HOPE® (Nietner, Jarutat, et Mertens 2012).

En suivant les critéres retenus du module « capacités techniques », la technique de fixation HOPE®
a été comparée au formaldéhyde en suivant les conclusions de chacune des études.
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La comparaison des substituts identifiés au travers des auditions

La consultation de parties prenantes de la profession a permis d’apporter des retours d’expériences
sur 3 fixateurs : L’Excell Plus®, le RCL2® et I'Hydrosafe®.

L’Excell Plus®

Les études des substituts aldéhydiques ont surtout été conduites avec I'Excell Plus®. Concernant la
morphologie, les résultats obtenus avec I'Excell Plus® sont proches de ceux obtenus avec le
formaldéhyde. Les blocs sont simplement plus mous et plus difficiles a couper pour I'étude
macroscopique. Au niveau des colorations HE, HES et des colorations spéciales, les résultats obtenus
sont les mémes que ceux obtenus avec le formaldéhyde. Cependant, seulement 20% des protocoles
d’'IHC sont transférables avec I'Excell Plus®. Il est alors nécessaire de reprendre les protocoles voire
méme de changer les clones des anticorps. Enfin, les protocoles sont non transférables directement
pour I'HIS pour laquelle des mises au point restent indispensables notamment sur les temps de
démasquage. Enfin, les rendements pour les extractions des ADN/ARN sont faibles a mauvais (MM
France 2016).

Un retour d’expérience illustre I'utilisation d’Excell Plus®.

L’Institut d’histopathologie (IHP) de Nantes compte parmi les plus gros laboratoires privés d’anatomie
pathologique en France. En 2005, I'établissement a entamé une démarche de substitution du
formaldéhyde par I'Excell Plus®. La directrice de I'lHP témoignait, a I'époque, que les résultats en
histologie pure étaient strictement identiques a ceux du formaldéhyde. Les premiers diagnostics
étaient réalisés en paralléle sur des échantillons fixés au formaldéhyde pour s’assurer de leurs
justesses. Quelques difficultés ont été rencontrées en IHC. L’IHP a notamment d0 faire appel a la
société qui fabrique les automates d'immunologie afin de re-paramétrer les machines. Le laboratoire
a pu cependant vérifier I'efficacité de la substitution par le nombre de cas traités sans qu’aucun dossier
n’ait fait I'objet de contentieux avec les chirurgiens (INRS 2009, SMPF et IHP 2015).

Dans le cadre de ces travaux, 'Anses a ré-auditionné le directeur de I'lHP de Nantes qui a confirmé
avoir substitué totalement le formaldéhyde par I'Excell Plus®, entre 2007 et 2014 et a pu traiter 90 000
dossiers par an. La substitution a été rendue possible en modifiant les temps d’incubation mais n’a
pas nécessité de rééquiper ou de former a nouveau le personnel de linstitut. Le prix d’achat du
substitut était plus élevé mais ce prix s’est amorti dans le temps comparé a la mise en ceuvre
nécessaire du Code du Travail dans le cas d’'un confinement. Cependant la substitution a été
abandonnée volontairement par linstitut au 1°" janvier 2015, les centres d’oncologie et les structures
hospitaliéres refusant de travailler avec un fixateur autre que le formaldéhyde (SMPF et IHP 2015).

Le RCL2® et I'Hydrosafe®

Les études des substituts alcooliques ont surtout été conduites avec le RCL2® et 'HydroSafe®. La
fixation avec un fixateur alcoolique donne un aspect « sous-fixé » et des morphologies de mauvaise
qualité. En effet, les solutions alcooliques dissolvent les lipides. Les protocoles de coloration HE, HES
et des colorations spéciales doivent étre légérement modifiés afin d’obtenir de bons résultats.
Seulement 20% des protocoles d’'IHC sont transférables a un substitut de type RCL2®. Reprendre
tous les protocoles s’avere alors nécessaire. Concernant I'HIS, des mises au point sont
indispensables (temps de dénaturation, concentration du substitut...) car les protocoles sont non
transférables. Cependant, ce substitut donne de trés bons résultats en HIS aprés adaptation des
protocoles. Enfin, les substituts alcooliques sont qualifiés d’« excellents » par les auditionnés pour la
biologie moléculaire car ils donnent des résultats de rendement pour les extractions des ADN/ARN
trés bons. Aujourd’hui, certains laboratoires fixent avec du RCL2® car ils savent qu’ils vont réaliser
des extractions ADN et ARN de certains prélevements (MM France 2016).

Un retour d’expérience illustre I'utilisation du RCL2®.

Le laboratoire d’ACP de I'Institut Claudius Regaud (CLCC Midi-Pyrénées) de Toulouse avait initié un
essai de substitution du formaldéhyde par le RCL2®. En 2015, ce substitut a été abandonné par
I'Institut. En effet, les résultats étaient trop variables et les standards internationaux restent tous basés
sur le formaldéhyde. Pour cet institut qui est impliqué dans de nombreux essais cliniques et travaux
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de recherche, ne pas utiliser le formaldéhyde revient a s’exclure des projets multi-centriques (Rochaix
2015).

En suivant les critéres retenus du module « capacités techniques », les alternatives ont été
comparées au formaldéhyde en prenant en compte les retours d’expériences des professionnels
auditionnés par I'Anses.

Le tableau de comparaison des substituts

Le tableau ci-dessous, présente le bilan de I'évaluation des alternatives suivant les critéres du module
« capacités techniques ».

Les noms des substituts ont été retranscrits tels que trouvés dans la littérature. Dans certaines
publications, ce sont des molécules parfaitement identifiées qui ont été étudiées alors que dans
d’autres seuls les noms commerciaux apparaissaient sans autre information sur leur composition.

Tableau 27 : Légende des colonnes des tableaux 29 et 30

Alternative Nom de la substance, du mélange commercial ou du procédé alternatif au
formaldéhyde

Entreprise Fournisseur de I'alternative

Composition Premiers éléments de composition du mélange disponibles

Référence Source de l'information

Morph Qualité morphologique de la coupe en microscopie optique

IHC Immunohistochimie

ADN Qualité et quantité d’ADN extrait

ARN Qualité et quantité d’ARN extrait

Fish Fluorescent In situ Hybridation (technique d'analyse par immunomarquage
fluorescent)

Bioc Le potentiel biocide

Cons 10 ans Le temps de conservation de 10 ans.

Classe finale Classe finale attribuée a I'alternative

Tableau 28 : Signification des sigles utilisés dans les tableaux 29 et 30

Eq Les résultats sont équivalents a ceux obtenus avec le formaldéhyde

Inf Les résultats sont inférieurs a ceux obtenus avec le formaldéhyde

Sup Les résultats sont supérieurs a ceux obtenus avec le formaldéhyde

? Absence d’information alors que I'étude aborde I'élément

Non évalué L’étude ne porte pas sur I'élément

Ivar Globalement équivalent, supérieur ou inférieur au formaldéhyde/ mais des exceptions
de non équivalence sont retrouvées au sein de I'étude.

cong La congélation de tissus (méthode de référence)
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Pour la classification finale des alternatives, les experts ont adopté les régles suivantes :

o Les alternatives ont été regroupées lorsque le nom, la composition et/ou le nom du fournisseur
étaient similaires,

e Les alternatives pour lesquelles au moins 4 critéres du module « Capacités techniques » n’'ont
pas été évalués ou comparés au formaldéhyde se sont vues attribuer la classe « Non classé »,

e Dansle cas ou seulement 4 des 7 criteres du module « capacités techniques » ont été évalués,
lorsque les 4 critéres sont évalués « eq» ou « sup » alors il a été attribué la classe 2

« capacités techniques inférieures » a l'alternative sinon une classe de 1 « Capacités
techniques insuffisantes » est attribuée.

e |l a été attribué une classe 3 « capacités techniques équivalentes » lorsque tous les critéres
ont été comparés au formaldéhyde et ont été évalués comme équivalent au formaldéhyde.

Pour des raisons de simplicité dans la lecture des résultats des comparaisons des capacités
techniques, ces derniers sont répartis en 2 tableaux : le premier contient les substituts classés et le
second contient les substituts n’ayant pas pu étre classés.
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Tableau 29 : comparaison des capacités techniques des substituts identifiés dans la bibliographie ayant pu conduire a I’attribution d’une classe
finale autre que « non classé »

. . o0 e . . Cons | Classe
Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc 10 ans | finale
(Be'é%'l'sit | e inf | supvar| sup | ot | USR] e
Mélange contenant du | (Gundisch etal. | Non Non Non Non Sup Non Inf (18
PAXgene® PreAnalytix, rpgthanql, acide 2013) évalué | évalué | évalué | évalué | (prot) | évalué | mois) Classe
Sui aceétique, éthanol et (Kap et al. . Non Non Non Non Non
uisse . eq/inf eq . o o o ] . 2
autres composés 2011) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
organiques solubles J(;;\lrfttanterét o sup Non Non Non Non Non
Mertens 2012) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
(Lassalle et al. inf inf Sup (inf e Non Non Non
Microm 2009) cong) 9 évalué | évalué | évalué
Microtech Mélange a base de (MM France Non Non | Classe
Excell Plus® France : glyoxal 2016) eq eq eq eq ®d | gvalué | évalué | 2
France (SMPF et IHP Non Non Non
2015) &9 ca cq €4 | gvalug | évalué | évalué
(Acton, Harvey, | Non . . Non Non Non
et Grow 2005) | évalué ©a inf inf évalué | évalué | évalué
M(T,Igtrr]]ge c|c>r(;ter|1’ant de (Lassalle et al. inf o SEJnF;( e Non Non Non
ethanol, de reau 2009) q 9 | gvalué | évalué | évalué
Milestone distillée, du cong) Classe
FineFix® ltalie ’ propyléne-glycol, de | (Moelans et al. inf ea/var Non Non Non Non Non >
I'alcool polyvinylique 2011) q évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
et un monosaccharide | (Aydin et al. su o su su Non Non Non
2013) P q P P | gvalué | évalué | évalué
(Dotti et al. Non Non Non Non Non Non
2010) évalué | évalue | °% | évalué | évalué | évalug | évalué
(Titford et
Thermo : . Non Non Non Non Non Non
. Electron Corp, Ethanol, glyoxal, 2- Horenstein inf évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
Glyo-Fixx® 2005)
Etats- propanol, methanol -
. (Lassalle et al. ; ; sup (inf Non Non Non
Unis/France inf inf eq . o o .
2009) cong) évalué | évalué | évalué
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Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc 1((:)0::3 (::::I‘Ze
(Aydin et al. e inf su su Non Non Non
2013) 9 P P | évalué | évalué | évalué
(Aydin et al. eq eq sup sup Non Non Non
GreenFix® | PREEN | Etanedial eianol |l e Non | Non T Non | Non | 2.
et al. 2012) inf | eghvar | sup | ooius | évalué | évalus | évalue
Alcool (MM France Inf/e Inf/e su su Non Non Non
2016) 9 9 P P | évalué | évalué | évalué
HydroSafe® Non renseigné Mélange sans She
aldéhvde mais avec (Lassalle et al. Non Non Non Non Non Non Non 2
nye o, 2009) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
de l'acide acétique
L (Nietner, : : Non Non Non Non Non
Non renseigne Jarutat, et inf Nt | gvalug | évalué | évalué | évalue | évalué
Mertens 2012)
Non renseiané (Shevchuk et e Non Non Non Eq Non Non
9 al. 2014) 9 | evalué | évalué | évalué | (prot) | évalué | évalué
. , — Classe
HOPE® Non renseigné Mélanges d’acides (Volimer et al Non Non Non Non 5
aminés et de tampons o . sup sup sup . o s .
. 2006) évalué évalué | évalué | évalué
organiques
Mélange sans (Lassalle etal. | Non Non Non Non Non Non Non
aldehyde et acide 2009) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
acide acétique
(Boissiere-
Michot et al.
Excilone Mélange de 2013)(Boissiere Non Non Non
RCL2-CS100® France’ Trehalose, éthanol, -Michot et al. eq var sup sup svalué | evalue | évalué
acide acétique et eau | 2013)(Boissiere
-Michot et al.
2013)
(Lassalle et al. inf o sup( inf su Non Non Non
. ,, 2009) q cong) P évalué | évalué | évalué
Mélange d’éthanol
(70%), d’acide (Moelans et al. . Non Non Non Non Non
RCL2® Aéphelys, acétique (7%) et d'un 2011) eqfinf | eqvar | gyalug | évalué | évalué | évalué | évalué C'azsse
rance carbohydrate (Masir et al. Non Non Non Non
eq eq/var sup . s s o )
complexe 2012) évalué | évalué | évalué | évalué
(MM France Infle Infle su su Non Non Non
2016) 9 9 P P | evalug | évalué | évalué
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Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc e C.I asse
10 ans | finale
(Cox et al. . Non Non . Non Non Non
inf . s . inf . s s .
Mélange de méthanol 2006) évalué | évalué évalué | évalué | évalué
UMEIX® Sakura Finetek eetaljegeoleétheléieo (Nadji et al. e o Non Non Non Non Non | Classe
Etats-Unis P | )::ol y 2005) 9 9 | gvalué | évalué | évalué | évalué | évalug | 2
gy (Nassiri et al. N su o su e Non Non
2008) ' P 9 P 9 | gvalué | évalué
Mélange de sel de
Weianer fixateur® Synthétisé au nitrite, d’éthanol (Klopfleisch et var o su e Non Non Non
9 u laboratoire (30%) et de Pluriol al. 2013) q P 9 | evalué | évalué | évalué
E400 (20%)
Acétate de calcium (Zhao et al. Non Non su Non Non Non Non
igma .5%), acétate de évalué | évalué évalué | évalué | évalué | évalué
Si (0.5%), acétate d 2011) dvalué | évalué P dvalué | évalué | évalué | évalué
ZBF® Chemical Co, | zinc (0.5%), chlorure (Wester et al Non Non Non
Etats-Unis de zinc (0.5%) et ' inf sup sup sup . | s o .
0.1M de Tris-HCL 2003) évalué | évalué | évalué

Tableau 30 : comparaison des « capacités techniques » des substituts identifiés dans la bibliographie ayant conduit a I’attribution de la classe

finale « non classé »

. . o0 e . . Cons | Classe
Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc 10 ans | finale
(Nietner,
PAXgene® Non renseigné Non renseigné Jarutat, et eq sup ’Non o Non o Non s Non . ’Non . Non .
évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
Mertens 2012)
1,3-
dlalko:;/g?iitrzyllmld Synthétisé au (Pernak et al. 5 2 Non Non Non 5 Non Non
o . laboratoire 2005) ' ' évalué | évalué | évalué ' évalué | classé
bis(trifluorométhyls
ulfonyl)imides
1,3-
Dialkoxyméthylimid | Synthétisé au (Pernak et al. N N Non Non Non N Non Non
azolium laboratoire 2005) ' ' évalué | évalué | évalué ' évalué | classé
tétrafluoroborates
1-Méthyl-3- Polish
octyloxyméthylimid Chemical (Pernak et al. . . Non Non Non Non Non
: Eq/inf | Eq/inf | . o o . ? . . )
azolium Reagents, 2005) évalué | évalué | évalué évalué | classé
tétrafluoroborate Pologne
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Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc e C.I asse
10 ans | finale
(Nace, Steurer,

Al_coo_l et Eberhard ? ? ? ? ? 'Non . Inf .(3 Non ,
polyvinylique 1999) évalué | mois) | classé
Tissue-Tek Sakura Finetek, | Mélange a base de Non Non Non Non Non

Xpress® Molecular E Uni ’ sthanol (Li et al. 2014) eq eq svalué sup wvalué | évalué | évalué lassé
Fixative tats-Unis methano evalue evalue | évalué | évalué | classe
Boonfix® Finetec, Mélange a base (Van Essen et Non e Non Non Non Non Non Non
Japon d’alcool al. 2010) évalué q évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
Ethanol (60%), (Schutte et al. e su Non Non Non Non Non Non
Carnoy® Synthétisé au | chloroforme (30%) et 1987) 9 P évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
laboratoire acide acétique glacial | (Souza et al. ea/var e Non Non Non Non Non Non
(10%) ; 2013) q q évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
0,
Carnoy® Synthétisé au !Ethanql .(75 %) et_ (Cox et al. Non Non Non Non Non Non
oo ; acide acétique glacial sup . o . eq . o o . .
(modified) laboratoire (15%) ; 2006) évalué | évalué évalué | évalué | évalué | classé
) . Zanini et al. Non Non Non Non
Mélange a base ( eq ? sup
Cell-Block® Blo-Optlca, d'éthanol (50%) et de 2912) évalué évalué | évalué | évalué Non'
Italie Ivoxal (Aydin et al. e inf su su Non Non Non classé
giyoxal. 2013) 9 P P | gvalug | évalué | évalué
Mélange a base
Cvmol® Copan ltalia, d’éthanol, de (Benerini Gatta e ea/var o Non Non Non Non Non
y Italie méthanol et de 2- etal. 2012) 9 q q évalué | évalué | évalué | évalué | classé
propanol
Diméthyladipimidat Synthetlsc_e au (Matthopqulos ’Non . ’Non o Non . Sup Non Non Non
laboratoire et Tzaphlidou eq évalué | évalué | évalué . . o . .
e (DMA) 1087) (Fish) | évalué | évalué | classé
Diméthylsuberimid | SYNthétisé au (Matthopoulos MNon 1 Non /' Non "\ o\, | Non | Non | Non
laboratoire et Tzaphlidou eq évalué | évalué | évalué : . s . .
ate (DMS) 1087) (Fish) | évalué | évalué | classé
- (Pietrzak-
Ecofix® I_\/Ierldla_n Non renseigné Johnston et al. eq ’Non . ’Non s Non s Non . ’Non . ’Non ) Non .
Diagnostics 2000) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
(Gedrange et e Non Non Non Non Non Non
al. 2008) 9 évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
o (Schutte et al. Non Non Non Non Non Non
Ethanol (70%) 1087) eq 4 | gvalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
PolyScientific (Cox et al. su Non Non su Non Non Non
Etats Unis 2006) P~ | évalué | évalué P~ | évalué | évalué | évalué
page 62/ 163 Octobre 2019




Anses o rapport d’expertise collective

Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc e C_Iasse
10 ans | finale
(Souza et al. . Non Non Non Non Non Non
inf . s clox s s | .
2013) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
F-Solv® Yvsolab NV, Mélange d’alcool et | (Moelans et al. inf ea/var Non Non Non Non Non Non
(crosslinking) Belgique d’aldéhyde 2011) q évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
. (Schutte et al. . Non Non Non Non Non Non Non
Glutaraldéhyde inf . s o o o | . .
1987) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
. (Gedrange et Non Non Non Non Non Non Non
Glycérol eq . o s o | s s ) )
al. 2008) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
Statlab (Willmore-
. L Payne, Non Non Non Non Inf Non Non Non
GTF® Medical, Non renseigné , L] | o . , . , ,
; Metzger, et évalué | évalué | évalué | évalué | (FISH) | évalué | évalué | classé
Etats-Unis i
Layfield 2007)
Mélange composé
d’aldéhydes, (Prento et Lyon . Non Non Non Non Non
inf Inf . o o o o .
tampons, sels et 1997) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
stabilisants
Mélange de glyoxal, .
chlorure de sodium, (Titford e_t . Non Non Non Non Non Non
; Horenstein inf ) o o o s o .
butanedial, sulfate de 2005) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
Amresco Zinc Non
Histochoice® . (Willmore- ,
Etats-Unis classé
D Payne, Non Non Non Non . Non Non
Non renseigné . s s s . inf . s i
Metzger, et évalué | évalué | évalué | évaluée évalué | évalué
Layfield 2007)
Non renseiané (Melrose et al. e eq/ inf Non Non Non Non Non
9 2008) 9 q évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
cori\qﬂeclyasggeriigimalleest (Kacena et al. su e Non Non Non Non Non
POSe princip 2004) P 9 | evalué | évalué | évalué | évalué | évalué
le glyoxal
Mélange de 2- .
. . 'I_'ren.d. Pyrrolidinone, urée (Titford gt . Non Non Non Non Non Non Non
Histofixx® Scientific, ; Horenstein inf . o o o s o . ,
; sels de zinc et de évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
Etats-Unis - 2005)
méthanol
Principalement
produit dans le
Miel de pin sud-ouest de la (Ozkan et al. e o Non Non Non Non Non Non
P Turquie, et 2012) 9 9 | 6valué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
dans plusieurs
iles Grecques
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Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc 1((:)ons C.I asse
ans | finale
et en Nouvelle-
Zélande
. . atil et al. on on on on on on on
Patil | N N N N N N N
Miel Non renseigné eq . o o o o | ’ .
2013) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
. I (Patil et al. Non Non Non Non Non Inf (6 Non
Miel Non renseigné eq . o o o o . ; .
2015) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | mois) | classé
(Sabarinath,
. D Sivapathasund Non Non Non Non Non Non Non
Miel Non renseigné haram, et eq . s s s s s i .
Sathyakumar évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
2014)
Liquides ioniques (
1-méthyl-3-
octyloxyméthylimid | Synthétisé au (Majewski et al. var Non Non Non o o Non Non
azoli- laboratoire 2003) évalué | évalué | évalué ' ' évalué | classé
um
tétrafluoroborate)
. Ve (Boon et al. Non Non Non Non Non Inf (6
Krvofixx® Merck, Me(ljaeng; %?;h%rx)el et 1992) évalué sup évalué | évalué | évalué | évalué | ans) Non
ryotixx Allemagne polyethy (Prento et Lyon . Non Non Non Non Non classé
glycols inf Inf . o o o | .
1997) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
Alcool
polyvinylique a - . i
faible viscosité a .Mer|d|a'n (Pietrzak Non Non Non Non Non Non Non
Diagnostics, Johnston et al. eq . o s s s s i .
base de chlorure évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
mercurique (LV- Inc. 2000)
PVA)
A 0,
Modified Synthétisé au I\./Iethan,oll (90%) e_t (Cox et al. Non Non . Non Non Non Non
) acide acétique glacial sup . ] . | inf(var) | . o s . .
Methacarn® laboratoirre (10%) ; 2006) évalué | évalué évalué | évalué | évalué | classé
. (Dotti et al. Non Non Non Non Non Non Non
Methacamoy® | Non renseigné Alcool 2010) évalué | évalue | SUP | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
National
. . ; . (Prento et Lyon . ; Non Non Non Non Non Non
Mirsky® Diagnostics, Non renseigné 1997) inf inf évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
Angleterre
Mélange d’éthanol, de (Meyer,
Earth Safe composes bis- Niedobitek, et Non Non Non Non Non Non
NOTOx® Industries, bonviés. d W Iid eq eq svalué | évalué | evalué | évalué | évalue lassé
Etats-Unis carbonylés, de enzelides évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
bactéricides, de 1996)
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Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc e C_Iasse
10 ans | finale
\./'.rOC'deS’ de (Prento et Lyon ; I_nf/ VoI Non Non Non Non Non
fongicides humectant inf inadéq | . s o o o .
1997) uat évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
(Nissen et al. Non inf Non Non Non inf Non
1996) évalué évalué | évalué | évalué évalué
Scientific
Notoxhisto® Device Non renseiané (Acton, Harvey, | Non e Non e Non Non Non Non
Laboratory, 9 et Grow 2005) | évalué q évalué q évalué | évalué | évalué | classé
Etats-Unis
(Willmore-
O-Fix® Surgipath, Non renseigné Payne, Non Non Non Non e Non Non Non
“Fix Etats-Unis 9 Metzger, et | évalué | évalué | évalué | évalué 9 | gvalug | évalué | classé
Layfield 2007)
An-Con Mélange d’éthanol
Genetics, (36%), d'éthylene | (Prentoetlyon | inf | [Non | Non | Non /= Non | Non
Etats-Uni veol. d'aci 1997) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué N
Omnifix® Il ats-Unis glycol, d’acide _ on
FR Chemical | acétique, de chlorure (Titford et Non Non Non Non Non Non classé
Inc; de sodium et chlorure Horenstein inf évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
Etats-Unis de zinc 2005)
Mélange de
PAGA Synthétisé au polyethylene glycol, (Zanini et al. e N Non su Non Non Non Non
laboratoire d’éthanol, de glycérol 2012) 9 ' évalué P évalué | évalué | évalué | classé
et d’acide acétique
Alpha Tec L (Pietrzak- Non Non Non Non Non Non Non Non
Parasafe® Non renseigné Johnston etal. | . o ] o o o | . .
Systems 2000) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
PIBS(? (solutior) Ambion, (Cox et al. inf Non Non inf Non Non Non Non
saliné [amponnee | gqi5 Unis 2006) évalué | évalué évalué | évalué | évalué | classé
au phosphate)
. ) (Willmore-
, Rlch_ard .Allen . Payne, Non Non Non Non . Non Non Non
Penfixx® Scientific, Non renseigné . o s s . inf . o . .
X Metzger, et évalué | évalué | évalué | évalué évalué | évalué | classé
Etats-Unis s
Layfield 2007)
(Wang et al. e Non Non Non Non Non Non
2011) 9 évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
Prefer® Anatech LTD, | Mélange contenant du (Willmore- Non
Etats-Unis glyoxal Payne, Non Non Non Non inf Non Non classé
Metzger, et évalué | évalué | évalué | évalué évalué | évalué
Layfield 2007)
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Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc e C.I asse
10 ans | finale
Glycérine (45%),
Prives Method Non renseiané Acétate de potassium (Wolff et al. su Non Non Non Non Non Non Non
9 (10%), eau (40%) et 2012) P évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
Thymol (5%)
(Pietrzak-
Proto-fix® Alpha Tec Non renseigné Johnston et al. | eq (var) ’Non . ,Non o Non o Non o Nan . ’Non . Non \
Systems, Inc. 2000) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
RCL2® Westburg, Melriar?geaclzgrr:gr?tse (Van Essen et Non e Non Non Non Non Non Non
Pays-Bas P d‘é?hanol al. 2010) évalué q évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
Mélange a base
. d’acide acétique -
Celbio, " ’ (Zanini et al. o Non Non Non Non Non
RCL2® Italie d'éthanol et de 2012) €9 | évalué sup évalué | évalué | évalué | classé
carbohydrates non
réducteurs
Solvanol® Vital, Mélange contenant (Panzacchi et e ea/var Non Non Non Non Non Non
ltalie 70% d’alcool al. 2013) g 9 évalué | évalug | évalué | évalué | évalué | classé
Ethanol (56%),
polyéthyléne glycol (Bostwick, al
Statfix® Stat Path, (20%), glycérol (4%), | Annouf, et Choi eq eq/var ,Non’ 'Non . 'Non . 'Non . ’Non' Non'
Etats-Unis o évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
tampon (17.5%) et 1994)
acide acétique (2.5%)
:\g?jliaal%(leic;:i(r)\;;[eucggt gﬁ Jogzlse’tgﬁaekt-al eq/var Non Non Non Non Non Non
Streck tissue Labitr;etgl:ies 2-bromo-2- 2000) évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué Non
fixative® (STF) Inie | Nitropropane-1,3-diol, | (Nace, Steurer, classé
FRSUNS | dusulfate dezincet | etEberhard | eq | g0 | o Sn | i | hans | cvmns | evans
du citrate de sodium 1999)
Jaggery siru Non renseigné Produit naturel (Patil et al. e Non Non Non Non Non Non Non
ggery sirup 9 2015) 9 | evalué | évalué | évalué | évalué | évalué | évalué | classé
o Synthétisé au Eau traitée au (Cox et al. . Non Non . Non Non Non Non
Sucrose (30%) ; pyrocarbonate inf . o . inf . o s . .
laboratoire d'éthyle 2006) évalué | évalué évalué | évalué | évalué | classé
BBC (Willmore-
o . ; . Payne, Non Non Non Non . Non Non Non
Unifix® Biochemical, Non renseigné . o s o . inf . o . .
: Metzger, et évalué | évalué | évalué | évalué évalué | évalué | classé
Etats-Unis .
Layfield 2007)
77 Synthétisé au Chlorure de zinc (Zanini et al. e N Non e Non Non Non Non
laboratoire (0.5%), 2012) 9 ' évalué 9 | gvalué | évalué | évalué | classé
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Alternative Entreprise Composition Référence Morph IHC ADN ARN Fish Bioc 1((:)0“8 C.I asse
ans | finale
trifluoroacétate de
zinc (0.5%) et un
tampon de Tris-HCL
Chlorure de zinc
ZBF Synthétisé au (0.5%), acétate de (Zanini et al. eq o Non inf Non Non Non Non
laboratoire zinc (0.5%) et un 2012) ' évalué évalué | évalué | évalué | classé
tampon de Tris-HCL
(Hicks et al. Non
ZSF (zinc salt Synthétisé au Sels de zinc 2006)(Hicks et eq sup Non Non Non Non Non classé
fixation) laboratoire al. 2006)(Hicks évalué | évalué | évalué | évalué | évalué
et al. 2006)
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Conclusions

Aprés analyse des informations disponibles, la grande majorité des alternatives se voient attribuer
« Non classé » car au moins 4 criteres du module « Capacités techniques » n'ont pas été évalués
ou comparés au formaldéhyde. Ces alternatives ne seront pas étudiées dans la suite de la méthode.

Les 4 alternatives suivantes : Glyo-Fixx® ; RCL2-CS100® ; Weigner fixateur® et le ZBF® sont
classées 1 « capacités techniques insuffisantes » et ne seront pas étudiées dans la suite de la
méthode.

Au final, les 7 mélanges classés 2 « capacités techniques inférieures » a savoir le PAXgene® ;
I'Excell Plus® ; le fineFix® ; le Green-Fix® ; 'HydroSafe® ; le RCL2® et TUMFIX® sont étudiés dans
la suite de la méthode.

Le procédé HOPE® est également classé 2 « capacités techniques inférieures » et sera étudié dans
la suite de la méthode.

Le tableau ci-dessous récapitule les capacités techniques des alternatives qui seront étudiées dans
la suite de la méthode. Il est a noter que d’'une publication a l'autre, pour une méme alternative
testée, les conclusions des auteurs peuvent étre différentes voire contradictoires selon les conditions
dans lesquelles l'alternative a été utilisée. Les experts de '’Anses ont souhaité, lors de I'’évaluation
des criteres du module « capacités techniques », retenir les évaluations donnant les meilleurs
résultats pour chaque critére dans le but d’identifier des alternatives.

Tableau 31 : Bilan des capacités techniques des alternatives identifiées

Alternative | Morph | IHC ADN ARN | Fish | Bioc 1%°a"nss Cﬁ'z:;e
PAXgene® eq eq sup/var sup (390?) étle:)lzé lrrr]1fo(i1s§; Classe 2
Excell Plus® eq eq | sup (infcong) | eq eq étle:)lzé lrrr]1fo(i1s§; Classe 2
FineFix® sup eq | sup (infcong) | sup é\’:l;lﬂé é\[:g)lzé é\[:g)lzé Classe 2
Green-Fix® eq eq sup sup é\':le?lzé é\':le?lzé é\':le?lzé Classe 2
HydroSafe® eq eq sup sup étflzé é\[;lacizé é\[;lacizé Classe 2
HOPE® eq sup sup sup (pErgt) étla?lzé étla?lzé Classe 2
RCL2® eq eq | sup (infcong) | sup é\tlaolzé é\,jacizé é\,jacizé Classe 2
UMFIX® eq eq eq sup eq étle:)lzé étle:)lzé Classe 2

5.2.2 Le module « réglementation »

5.2.2.1 Identification des réglementations

Aucune réglementation nationale ou internationale interdisant I'utilisation de ces alternatives pour
cet usage n’a été trouvé.

Cependant, il existe des protocoles standards internationaux permettant I'inter-comparaison des
résultats a I'échelle mondiale. Dans tous les protocoles, les prélevements sont fixés au
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formaldéhyde. Ces protocoles correspondent a des pratiques professionnelles et non a une
réglementation.

5.2.2.2 Conclusions du module « Réglementation »

En conclusion, 'ensemble des 8 alternatives identifiées peuvent étre étudiées dans le module
suivant.

5.2.3 Le module Danger « QCAT »

L’objectif de ce module est d’exclure de la suite des travaux a mener les substituts qui sont aussi ou
plus dangereux que la substance a substituer.

5.2.3.1 Présentations des principes de I'outil QCAT

L’objectif de ce module « Danger » consiste a attribuer une classe finale de danger (parmi les
classes suivantes : A ; B ; Bpg; C ; Cpg ; F ou non classeé) en appliquant I'outil QCAT a chacune des
alternatives identifiées, c’est-a-dire soit a la substance de substitution soit a chacune des substances
constituant le mélange de substitution. Toutes les substances présentes a plus de 0.1% dans le
mélange sont étudiées selon QCAT, la classe de la substance la plus contraignante étant attribuée
au mélange étudié.

Neuf effets sont a étudier pour ce module « Danger » et sont rappelés dans le tableau ci-dessous.
Tableau 32 : Effets étudiés par I'outil QCAT

Toxicité humaine Toxicité humaine Ecotoxicité et devenir
(groupe 1) (groupe 2) dans I’environnement
e cancérogeénicité (C) o toxicité aigué (AT) | e écotoxicité aquatique aigué
(AA)

e mutagénicité et génotoxicité (M)
e toxicité pour la reproduction (R) gil’lst[;?)ii%:g(:;a's d'écotoxicité (s
e toxicité pour le développement (D) « Persistance (P)

e activité endocrinienne (E)

e Bioaccumulation (B)

L’application de I'outil QCAT permet d’attribuer des niveaux de danger pour chacun des effets a
considérer parmi les six niveaux suivants (trés fort (vH), fort (H), modéré (M), faible (L), trés faible
(vL) ou inconnu (DG)).

Pour pouvoir attribuer un niveau de danger a chacun des effets, des informations doivent d’abord
étre collectées. Ce travail est intégralement guidé par un tableau simplifié répertoriant les sources
d’'information a consulter. Cette collecte d’informations sur les dangers des substances peut
nécessiter de passer par 2 étapes successives. Quelle que soit la substance, I'étape 1 de recherche
est obligatoire. Les sources de I'étape 1 sont principalement des listes faisant « autorité ».
L’évaluation de la substance dépend de son inclusion ou non dans une liste. Ces sources sont
divisées en deux catégories : les sources prioritaires et les sources secondaires. Les sources
prioritaires sont des listes d'organisations européennes ou internationales reconnues ayant examiné
toutes les données de la substance. Les sources secondaires sont des listes provenant de
gouvernements et d'autres organisations qui n'ont peut-étre pas étudié toutes les données
disponibles sur la substance.

Si des informations sont incomplétes a l'issue de I'étape 1 alors I'outii QCAT propose de les
rechercher dans une liste de sources complémentaires. Ceci constitue I'étape 2 de collecte des
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données. Les sources de I'étape 2 font référence a des données mesurées ou modélisées de la
substance.

Les sources prioritaires de I'étape 1 sont considérées comme faisant autorité et peuvent étre
utilisées directement dans le processus de classement sans aucun autre examen ou recherche
d’informations additionnelles. Les sources secondaires de I'étape 1 peuvent également étre utilisées
sans autre examen a moins que I'évaluateur décide d'examiner les sources de |'étape 2 pour obtenir
des données supplémentaires.

Une fois les niveaux de danger attribués a chacun des effets, une classe finale peut étre attribuée a
la substance ou au mélange de substitution (Department of Ecology State of washington 2016).

5.2.3.2 Adaptation de 'outil QCAT par les experts de I'’Anses

Les experts de '’Anses ont souhaité modifier I'attribution d’'un niveau de danger initialement prévu
par l'outil QCAT.

Une substance présente dans la TEDX List (une des listes des potentiels perturbateurs
endocriniens) entraine d’aprés l'outi QCAT un niveau de danger «fort» (H) pour lactivité
endocrinienne. Or, le but de cette liste est de présenter les substances chimiques pour lesquelles
au moins une étude montrant un effet sur le systéme endocrinien a été publiée afin d’améliorer
linformation des scientifiques, des gestionnaires et du public. En juin 2015, prés de 1 000
substances étaient listées comme PE sur la liste TEDX. Dans cette liste, aucune classification de
I'effet PE n’est proposée. Par conséquent, les experts de I'Anses ont préféré attribuer le niveau de
danger « modéré » (M) pour 'activité endocrinienne lorsque la substance est présente dans cette
liste plutét que « fort » (H) qui sera réservé aux substances présentes sur des listes proposant une
classification de I'effet PE, comme les listes de I'Union Européenne par exemple.

Une substance classée par la Commission MAK (Maximale Arbeitsplatz-Konzentration) de la DFG
(Deutsche Forschungsgemeinschaft) dans le groupe 5 pour la cancérogénicité (MAK Carcinogen
Group 5 - Genotoxic carcinogen with very slight risk under MAK/BAT levels); ou dans le groupe 5
pour la mutagénicité ou la génotoxicité (Germ Cell Mutagen 5) ou dans le groupe C pour la toxicité
sur le développement (Pregnancy Risk Group C) voient dans chaque cas attribué un niveau de
danger « modéré » (M) par I'outil QCAT. Les experts de I'’Anses ont considéré ces attributions trop
sévéres au regard de la définition de chacun des trois groupes. Par conséquent, les experts ont
préféré attribuer le niveau de danger « faible » (L) pour chacun des 3 effets lorsque la substance est
classée dans les 3 groupes précédemment décrits.

Une substance classée par le CIRC (Centre international de recherche sur le cancer) dans le groupe
3 « agent inclassable quant a sa cancérogénicité » se voit attribuer un niveau de danger « modéré »
pour la cancérogénicité par I'outil QCAT. Les experts de '’Anses ont considéré cette attribution trop
séveére au regard de la définition de ce groupe. Par conséquent, les experts ont préféré attribuer le
niveau de danger « faible » (L) pour cet effet lorsque la substance est classée dans le groupe 3 par
le CIRC.

Une substance possédant la mention « Some Evidence of no Adverse Effects - Reproductive
Toxicity » dans une monographie de 'US NIH (National Institutes of Health) se voit attribuer un
niveau de danger « modéré » (M) par I'outii QCAT. Les experts de I’Anses ont considéré cette
attribution trop sévére au regard de la définition de cette mention. Par conséquent, les experts ont
préféré attribuer le niveau de danger « faible » (L) pour la toxicité pour la reproduction lorsque la
substance posséde cette mention.

Une substance présente dans la liste intérieure des substances (DSL List) d’Environnement et
Changement climatique entraine d’aprés I'outil QCAT un niveau de danger « trés fort » (vH) pour la
persistance. Les experts de I’Anses ont jugé ce niveau de danger trop élevé et ont préféré attribuer
un niveau de danger « modéré » (M) a la persistance lorsque la substance est présente dans cette
liste.
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5.2.3.3 Attribution des niveaux de danger

Afin d’attribuer les différents niveaux de danger aux effets, les experts de I'’Anses ont suivi les régles
de l'outil QCAT en les adaptant pour certaines situations décrites ci-dessous.

Une donnée rapportée dans une source prioritaire de I'étape 1 permet d’attribuer directement un
niveau de danger a I'effet.

Une donnée rapportée dans une source secondaire de I'étape 1 permet d’attribuer directement un
niveau de danger a l'effet. Cependant, I'outil QCAT laisse le choix aux experts de consulter s'ils le
souhaitent les autres sources de I'outil. Ainsi, les experts attribuent directement un niveau de danger
aux effets lorsque des informations sont trouvées dans les sources secondaires de I'étape 1 sauf
dans 1 situation. Les experts de ’Anses ont considéré que la présence de la substance sur la liste
intérieure des substances (DSL List) d’Environnement et Changement climatique Canada est une
source pénalisante. Cette source peut, en effet, générer des niveaux de danger élevés pour certains
effets pour un grand nombre de substances. Les experts ont préféré, dans ce cas, compléter leurs
analyses en étudiant les données expérimentales rapportées dans les sources de I'étape 2 pour
confirmer ou moduler I'attribution du niveau de danger aux effets concernés.

Lorsqu’aucune information n’est trouvée dans les sources prioritaires ou secondaires de I'étape 1,
les experts analysent I'ensemble des sources bibliographiques de I'étape 2. Les experts attribuent
un niveau de danger a un effet en utilisant en premier lieu les données expérimentales. Les experts
ont donné la priorité aux données expérimentales décrites dans la littérature en utilisant en dernier
recours les données expérimentales rapportées par les industriels dans les dossiers
d’enregistrement des substances disponibles sur le site de 'ECHA. En l'absence de données
expérimentales, les experts se sont alors basés sur les données modélisées ou estimées décrites
dans la littérature. Lorsque qu’aucune information n’était disponible, les experts se sont alors basés
sur des données modélisées qu’ils ont eux-mémes générées par les outils de type PBT Profiler ou
la base de données Danish QSAR.

5.2.3.4 Evaluation des solutions a base de formaldéhyde

Identification et catégorisation des dangers du formaldéhyde (n° CAS 50-00-0)

Selon le reglement CLP, le formaldéhyde est classé cancérogéne de catégorie 1B. D’aprés I'outil
QCAT, le niveau de danger attribué a I'effet cancérogénicité est fort « H ».

Ayant un niveau de danger « fort » en santé humaine, la classe de danger finale attribuée au
formaldéhyde est la classe F (substance chimique extrémement dangereuse) d’apres I'outil QCAT.

Il n’a donc pas été nécessaire d’étudier les autres effets.

Assignation de la classe de danger finale des solutions a base de formaldéhyde

Comme le formaldéhyde est classé F (classe la plus pénalisante), les autres composés de la solution
de formaldéhyde a 4% n’ont pas été évalués au travers de I'outil QCAT puisque le produit se voit
attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le mélange, c'est-a-dire la
classe F.
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Tableau 33 : Evaluation des mélanges a base de formaldéhyde selon I'outil QCAT

Classes de danger selon Cleeses o6 SR
Mélanges Compositions QCAT des composants selon QCAT du
P mélange
F Idéh
Solution de ormaldehyde
fi Idéh a 49
ormaldehyde a 4% Autres composés Non évalué

5.2.3.5 Evaluation du mélange PAXgene®

Le PAXgene Tissue Container® est un mélange de 2 produits : le PAXgene Tissue STABILIZER®
et le PAGgene Tissue FIX®.

D’aprés la fiche de données de sécurité (FDS) disponible sur le site internet de la société Preanalytix
GmbH, le mélange PAXgene Tissue Container® contient de I'éthanol (n° CAS 64-17-5) (= 30% et <
50%), du méthanol (n°67-56-1) (= 30% et < 50%) et de I'acide acétique (n° CAS 64-19-7) (= 5% et
< 10%) (Preanalytix GmbH 2017).

Identification et catégorisation des dangers du méthanol (n° CAS 67-56-1)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil QCAT pour le méthanol (n° CAS 67-56-1).
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Tableau 34 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I'outil QCAT pour le méthanol

Toxicité humaine (groupe 1)

H331 - Toxique par inhalation

CEso (daphnie, 48h) > 10g/L

Effets C M R D E
(HSDB) (HSDB) (U.S. Department of Health
4 sgatifs in vi and Human Services 2003 . : Liste TEDX
Domees | Eudes | Résulata négatte i i st | 3 ren Semes 299 | (@randean ot Lancrigan 2008) | (10 7500
disponibles | négatives chez ; Yy Yy « Insufflc_lent Evidence f(_ar a Substance listée Sulc_)stgnce
Ianimal Résultats négatifs in vivo Conclusion - Reproductlve listée
(analyse de micronoyaux) Toxicity »
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
Effets AT AA P B
(Réglement CLP)
H301 — Toxi d'i ti (OCDE 2004b) (EC — CEPADSL) (HSDB)
2 — Toxique en cas d'ingestion -
Données 1a gestion CLso (poisson, 96h) : 15,4-29,4 g/L - _
disponibles H311 — Toxique par contact cutané Substance listée comme persistante BCF <10
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Concernant la cancérogénicité, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur les résultats négatifs chez I'animal décrits dans HSDB (Hazardous
Substances Data Bank), les experts de I'Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet
effet.

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, aucune classification n’a été identifiée dans les
sources prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyeés sur les sources
de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En se basant sur les résultats négatifs des essais in vitro et in
vivo décrits dans HSDB, les experts de I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet
effet.

Concernant la toxicité pour la reproduction, la substance fait I'objet d'une monographie de I'US NIH
sur les effets sur les fonctions de reproduction et de développement. La substance se voit attribuer
la mention : « Insufficient Evidence for a Conclusion - Reproductive Toxicity». Cette classification
fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger
« modéré » (M) a cet effet.

Concernant la toxicité pour le développement (incluant le neurodéveloppement) la substance est
présente dans la liste des 201 substances connues pour étre neurotoxiques pour le développement.
Cette classification fait partie des sources secondaires de 'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un
niveau de danger « fort » (H) a cet effet.

Concernant I'activité endocrinienne, la substance est présente dans la TEDX List, la liste des
potentiels perturbateurs endocriniens. Cette classification fait partie des sources secondaires de
I'étape 1, les experts attribuent un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.

Concernant la toxicité aigué, plusieurs classifications ont été trouvées dans les sources prioritaires
de I'étape 1. La substance est classée « H301- Toxique en cas d'ingestion ; H311 - Toxique par
contact cutané ; H331 - Toxique par inhalation » par le réglement CLP. Ces classifications font
parties des sources prioritaires de I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « fort »
(H) a cet effet.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune classification n’a été identifiée dans les sources
prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape
2 pour évaluer cet effet. Ainsi, les experts de I'Anses se sont appuyés sur les données
expérimentales de CLso (poisson, 96h) : 15,4-29,4 g/L et de CEso (daphnie, 48h) > 10g/L décrites
dans la fiche SIDS évaluant le méthanol pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) puisque
les valeurs sont toutes supérieures a 100 mg/L.

Concernant la persistance, la substance est décrite comme persistante dans la liste intérieure des
substances (DSL List) d’Environnement et Changement climatique Canada. Cette classification fait
partie des sources secondaires de I'étape 1, les experts attribuent un niveau de danger « modéré »
(M) a cet effet.

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Aucune donnée expérimentale n’ayant été trouvée, les experts de
I'Anses se sont appuyés sur un BCF inférieur a 10 mesuré chez le poisson pour attribuer un niveau
de danger « trés faible » (vL) puisque cette valeur est inférieure a 100.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.

Tableau 35 : Niveaux de danger attribués aux effets du méthanol selon I'outil QCAT

Toxicité humaine Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité 7De\(en|r dans Proprlgte§ physico-
(groupe 1) I’environnement chimiques
M| R|D|E|AT|ST|N|SnS|SnR|[Irs|IFE| AA | CA P B Rx F
LIL[M M L M
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Concernant la toxicité sur le développement, la substance posséde un niveau de danger « élevé »
(H). En appliquant I'outil QCAT, la substance est par conséquent classée F (substance chimique
extrémement dangereuse).

Evaluation du mélange PAXgene®

Dans la mesure ou une des substances composant le mélange est classée F selon I'outil QCAT, le
mélange PAXgene® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le
mélange, c'est-a-dire la classe F « substance extrémement dangereuse ».

Tableau 36 : Evaluation du mélange PAXgene® selon I'outil QCAT

Classes de danger
selon QCAT du
mélange

Classes de danger selon

Mélanges Compositions QCAT des composants

Méthanol

Paxgene®
Non évalués

Autres composés

5.2.3.6 Evaluation du mélange Excell Plus®

D’aprés la fiche de données de sécurité (FDS) disponible sur le site internet de la société American
MasterTech, le mélange Excell Plus® contient du glyoxal (n® CAS 107-22-2) (< 25%), de I'éthyléne-
glycol (n°® CAS 107-21-1) (< 10%) et de I'’éthanol (n® CAS 64-17-5) (< 10%) (American MasterTech
2017).

L’Anses a demandé a I'INRS d'’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition des mélanges. Aucune autre information
supplémentaire a celles présentes dans la FDS n’a pu étre transmise a I'Anses.

Identification et catégorisation des dangers du glyoxal (n° CAS 107-22-2)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil QCAT pour le glyoxal (n® CAS 107-22-2).
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Tableau 37 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en
appliquant I'outil QCAT pour le glyoxal

Toxicité humaine (groupe 1)
Effets C M R D E
MAK R
(MAR) (Reglement cLp) | (IUCLID-Echa) (OCDE 2003)
Groupe 3B . Pas d'effet : .
5 ) H341 - Susceptible . Pas d’effet observé
Donnees « Evidence of N rapporté sur la . Pas de
disponibles . ic offet d’induire des fertilite dans dans une étude de données
cgrcimo?en:c?_e_ ets anomalies Stude sur 2 tératogénése chez
ut not suiticien énétiques o le rat
for classification » 9 g générations
Toxicité
humaine Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
(groupe 2)
Effets AT AA P B
(HSDB)
Borne (Réglement CLP) | (GHS Japon : NITE-CHIRP) tiz (air) = 34h (HSDB)
onnées :
disponibles H332 - Nocif par « Hazqrdous to the aquatic (PBT Profiler) BCF=3
P inhalation environment (acute) - Log Kow = -1.66
Category 3 » de th_(eau) =15 0g Kow = -1.
jours

Concernant l'activité endocrinienne, aucune information n’a été trouvée dans I'ensemble des
sources a consulter dans I'outil QCAT. Un « manque de données » (DG) est attribué a cet effet.

Concernant la cancérogénicité, la substance est classée par la MAK dans le Groupe 3B. Cette
classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de l'outil QCAT qui attribue un niveau
de danger « modéré » (M) a cet effet.

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, la substance est classée « H 341 - Susceptible
d’'induire des anomalies génétiques ». Cette classification fait partie des sources prioritaires de
I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.

Concernant la toxicité pour la reproduction, aucune information n’a été trouvée dans les sources
prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape
2 pour évaluer cet effet. Les seules données expérimentales trouvées sur cet effet proviennent de
la consultation du dossier d’enregistrement de la substance sur le site de 'Echa. Les experts de
I’Anses se sont basés sur I'absence d’effet rapporté sur la fertilité dans une étude de 2 générations
pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour le développement, aucune classification n’a été identifiée dans les
sources prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources
de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En se basant sur I'absence d’effet observé dans une étude de
tératogénése décrite dans la fiche SIDS évaluant le glyoxal, les experts de ’Anses ont attribué un
niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité aigué, la substance est classée « H332 — Nocif par inhalation » par le
réglement CLP. Cette classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de I'outil QCAT
qui attribue un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune classification n’a été identifiée dans les sources
prioritaires de I'étape 1. La substance est classée « Hazardous to the aquatic environment (acute) -
Category 3 » par le GHS du Japon. Cette classification fait partie des sources secondaires de I'étape
1 de l'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.
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Concernant la persistance, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les données de ti2 (air) a 34 heures décrites dans HSDB et t1» (eau) a
15 jours estimée par PBT profiler, les experts de '’Anses ont attribué un niveau de danger « faible »
(L) a cet effet puisque ces valeurs sont respectivement inférieures a 2 jours et 16 jours.

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Aucune donnée expérimentale n’ayant été trouvée, les experts de
I’Anses se sont appuyés sur un BCF de 3 et un log Kow de 0,44 estimés pour attribuer un niveau de
danger « trés faible » (vL) puisque ces valeurs sont respectivement inférieures a 100 et 4.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger du glyoxal au regard des données
identifiées.

Tableau 38 : Niveaux de danger attribués aux effets du glyoxal selon I'outil QCAT

Toxicité humaine Devenir dans Propriétes
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , = . physico-
(groupe 1) I'environnement e
chimiques

C|IM| R |D| E |AT|ST|N|SnS|SnR|Irs|IrE| AA | CA P B Rx F
0l e

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, la substance posséde un niveau de danger
« modéré » (M). En appliquant I'outil QCAT, la substance est par conséquent classée B (substance
chimique dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Aucune des conditions décrites dans l'outil QCAT n’est remplie pour renforcer le
classement de la substance. Par conséquent, la substance reste classée B.

Identification et catégorisation des dangers de I’éthyléne-glycol (n°® CAS 107-21-1)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon 'outil QCAT pour I'éthyléne-glycol (n® CAS 107-21-1).
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Tableau 39 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en
appliquant 'outil QCAT pour I’éthyléne glycol

Toxicité humaine (groupe 1)
Effets C M R D E
(U.S. Department (MA_K)
(HSDB) (HSDB) of Health and Pregnancy Risk Group C
Pas Human Services (Liste
) Résultat
Donnges | dreffets nézsa‘:if: s 2004a) (U.S. Department of Health |  TEDX)
disponibles | OPSEVES | i Totin vivo | ¢ Some Evidence and Human Services Substance
dans les (certains tests of no Adverse 2004a) listée
études o Effects - i
. équivoques) . « Negligible concern for
animales Reproductive
Toxicity» advgrse effects »
(Evaluation pour ’lHomme)
Toxicité
humaine Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
(groupe 2)
Effets AT AA P B
Données (Réglement CLP) (OCDE 2004a) (HSDB) (HSDB)
disponibles | ¢ H302 - Nocif en CEso (fish) > 22800 mg/L t12 (air) = 2 jours BCF =190
cas d'ingestion » | CEso (Daphnia) >20000 mg/L (valeur estimée) (algues)

Concernant la cancérogénicité, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur I'absence d’effets observés dans les études animales décrites
dans HSDB, les experts de I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, aucune classification n’a été identifiée dans les
sources prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources
de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En se basant sur les résultats négatifs de tests in vitro et in vivo
décrits dans HSDB, les experts de I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour la reproduction, la substance fait I'objet d’'une monographie de 'US NIH
(National Institutes of Health) sur les effets sur les fonctions de reproduction et de développement.
La substance se voit attribuer la mention : « Some Evidence of no Adverse Effects - Reproductive
Toxicity». Cette classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1, les experts attribuent
un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour le développement (incluant le neurodéveloppement), la substance fait
l'objet d’'une monographie de 'US NIH sur les effets sur les fonctions de reproduction et de
développement. La substance se voit attribuer la mention : « Negligible concern for adverse
effects ». De plus, la substance est classée par la MAK dans le groupe C pour la toxicité sur le
développement. Les experts attribuent un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant l'activité endocrinienne, la substance est présente dans la TEDX List, la liste des
potentiels perturbateurs endocriniens. Cette classification fait partie des sources secondaires de
I'étape 1, les experts attribuent un niveau de danger « modeéré » (M) a cet effet.

Concernant la toxicité aigué, la substance est classée « H302 — Nocif en cas d’ingestion » par le
réglement CLP. Cette classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de I'outil QCAT
qui attribue un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.
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Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune information n’a été trouvée dans les sources
prioritaires et secondaires de I'étape 1. Les seules données expérimentales trouvées sur cet effet
proviennent de la consultation de la fiche SIDS de la substance. Les experts de I'Anses se sont
appuyés sur les valeurs de CEsp pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) a cet effet dans la
mesure ou les 2 valeurs sont supérieures a 100 mg/L.

Concernant la persistance, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur la donnée de ti,2 (air) a 2 jours décrite dans HSDB, les experts de 'Anses
ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Les experts de ’Anses se sont appuyés sur un BCF de 190 mesuré
dans les algues pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) puisque cette valeur est comprise
entre 100 et 500.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger de I'éthyléne-glycol au regard des
données identifiées.

Tableau 40 : Niveaux de danger attribués aux effets de I’éthyléne glycol selon I'outil QCAT

_ . ; Propriétés
Toxicité humaine I . I Devenir dans .

Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , = . physico-

(groupe 1) I'environnement chimiques

C|M| R |D| E |AT|ST|N|[SnS|SnR|Irs|IrFE| AA | CA P B Rx F
LiL| L |L| M|M L L

Concernant la perturbation endocrinienne, la substance posséde un niveau de danger « modéré »
(M). En appliquant I'outil QCAT, la substance est par conséquent classée B (substance chimique
dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Aucune des conditions décrites dans l'outil QCAT n’est remplie pour renforcer le
classement de la substance. Par conséquent, la substance reste classée B (substance chimique
dangereuse).

Identification et catégorisation des dangers de I’éthanol (n° CAS 64-17-5)

De nombreuses études évaluant les dangers de I'éthanol sont disponibles dans la littérature
scientifique. Toutefois, la trés grande maijorité de ces études et leurs conclusions concernent des
scénarios d'exposition par ingestion de boissons alcoolisées. Etant donné que ces études visent &
examiner les effets de l'alcoolisme, les doses utilisées sont extrémement élevées et ne peuvent pas
étre considérées comme représentatives de celles pouvant résulter d'une exposition par inhalation
ou par voie cutanée lors de la manipulation d’éthanol ou de produits chimiques contenant de
I’éthanol en milieu professionnel.

Ainsi, 'Afsset a mené une évaluation des risques de I'éthanol en population professionnelle dans un
rapport de 2010 (Anses 2010) et pour la population générale dans un rapport de 2011 (Anses 2011).
Ces rapports, qui se sont intéressés a I'évaluation des effets de I'éthanol consécutifs a une
exposition par inhalation, indiquent que de nombreuses études épidémiologiques et toxicologiques
montrent que la consommation de boissons alcoolisées augmente le risque de cancer et que des
effets délétéres sur la reproduction et le développement, le foie ainsi que sur le systéme nerveux
central et périphérique sont observés. Cependant, ces effets seraient liés a la survenue de pics
d’éthanolémie consécutifs a I'ingestion de 10 g d’éthanol par jour (soit environ 10 cL de vin)*. En
I'état actuel des connaissances, les effets toxiques de I'éthanol, liés a une exposition chronique par

4 Une éthanolémie maximale obtenue par I'ingestion de 8.5g d’alcool (soit 1 verre de vin standard) survient
environ 20 min (estomac vide) a 1 heure (avec un repas) apres et atteint la valeur de 150 mg/L (Inserm, 2001)
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inhalation ou par contact cutané sont peu documentés chez ’'Homme. Par ailleurs, les quelques
études sur I'animal concernant I'absorption d’éthanol par voie respiratoire ne mettent pas en
évidence d’effet sur la reproduction ou le développement.

L'extrapolation des relations dose-réponse obtenues par voie orale aux voies respiratoire ou cutanée
n’est pas jugée pertinente, notamment au regard des différences des profils toxicocinétiques (Anses
2011).

Par inhalation, on n’observe pas de pic de I'éthanolémie. Une exposition a de trés fortes
concentrations atmosphériques d’éthanol ne correspondant pas aux situations rencontrées lors des
expositions professionnelles serait nécessaire®. Aussi, les effets toxiques, comme observés suite a
I'ingestion de boissons alcoolisées, ne peuvent étre observés chez ’'Homme suite a une exposition
professionnelle par inhalation (Anses 2010).

Ainsi les résultats de ces travaux d’expertise (Anses 2010) n’ont pas permis de mettre en évidence
de risque chronique pour la santé, spécifiquement lié a une exposition professionnelle par inhalation
ou par contact cutané. En effet, les valeurs d’éthanolémie estimées pour les situations
professionnelles les plus exposantes n’étaient pas discernables de I'éthanolémie basale (présente
naturellement dans I'organisme en dehors de toute ingestion d’éthanol).

Une rapide revue de la littérature n’ayant pas apporté d’éléments de nature a remettre en cause ces
travaux, les experts ont donc décidé de ne pas tenir compte des études se basant sur une exposition
via l'ingestion de boissons alcoolisées pour I'attribution des niveaux de danger dans QCAT et en
particulier pour les effets CMR. Les experts de I'Anses ont été attentifs a ce que les doses
d’exposition utilisées dans les études retenues, quelles que soient les voies d’exposition, soient
cohérentes avec les niveaux d’exposition professionnelle.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil QCAT pour I'’éthanol (n° CAS 64-17-5).

5 'annexe 11 du rapport Anses de 2010 indique que, pour atteindre une éthanolémie de 150 mg/L par
inhalation, il faut une exposition continue de 8h a une concentration située entre 10 000 et 20 000 ppm ( selon
DECOS, 2006, p47)
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Tableau 41 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil QCAT pour I’éthanol

Toxicité humaine (groupe 1)
Effets C M R D E
(MAK) (OCDE 2005) (MAK)
Données |« Carcinogen Group 5 - Genotoxic (MAK) Pas d'effet « Preanancy Risk (Liste TEDX)
disponibles | carcinogen with very slight risk under | « Germ Cell Mutagen 5 » rapporté a des G?ou Cy» Substance listée
MAK/BAT levels» doses pertinentes P
Toxicité humaine Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
(groupe 2)
Effets AT AA P B
(EC — CEPADSL)
Substance listée comme persistante
(HSDB) (OCDE 2005)
5 ) (HSDB) EC 50 (algues vertes, 48h) : 9310 t12air = 10 heures (photodégradation basée sur (HSDB)
onnées ' ' .
disponibles DL 50 (voie orale, mg/L des constantes mesurées) BCF = 3
rat) : 7000 mg/kg LC 50 (Gammarus fasciatus, 96h) Log Kow = 0.44
>100 mg/L (IUCLID - Echa)
Test de biodégradation facile. Une dégradation de
74% de la substance est rapportée dans la
fenétre des 10 jours. Aprés 15 jours, la substance
est dégradée a 95%
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Concernant la cancérogénicité, les classifications issues des sources prioritaires de I'étape 1
(OEHHA - proposition 65 ; CIRC Groupe 1) concernant I'éthanol via la consommation de boissons
alcoolisées n’ont pas été retenues pour attribuer un niveau de danger a cet effet. La substance est
classée « Carcinogen Group 5 » par la MAK. Cette classification fait partie des sources prioritaires
de I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « Faible » (L) a cet effet.

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, la substance est classée « Germ Cell Mutagen 5 »
par la MAK. Cette classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de l'outil QCAT qui
attribue un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour la reproduction, aucune classification n’a été identifiée dans les sources
prioritaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les résultats décrits a des doses pertinentes dans le rapport de 'OCDE,
les experts de ’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour le développement, la classification issue de la source prioritaire de I'étape
1 (OEHHA - proposition 65) concernant I'éthanol via la consommation de boissons alcoolisées n’a
pas été retenue pour attribuer un niveau de danger a cet effet. La substance est classée « Pregnancy
Risk Group C » par la MAK. Cette classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de
I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant l'activité endocrinienne, la substance est présente dans la TEDX List, la liste des
potentiels perturbateurs endocriniens. Cette classification fait partie des sources secondaires de
I'étape 1, les experts attribuent un niveau de danger « modeéré » (M) a cet effet.

Concernant la toxicité aigué, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les DLsg décrites dans HSDB, les experts de '’Anses ont attribué un niveau
de danger « faible » (L) a cet effet puisque ces valeurs sont supérieures a 2000 mg/kg.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune classification n’a été identifiée dans les sources
prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape
2 pour évaluer cet effet. Ainsi, les experts de I'Anses se sont appuyés sur les données de LC 50
(poisson, 96h) > 100 mg/L et de EC 50 (algues vertes, 48h) = 9310 mg/L décrites dans HSDB pour
attribuer un niveau de danger « faible » (L) puisque les valeurs sont toutes supérieures a 100 mg/L.

Concernant la persistance, la substance est décrite comme persistante dans la liste intérieure des
substances (DSL List) d’Environnement et Changement climatique Canada. Cette classification,
issue d'une source secondaire de I'étape 1, permettrait d’attribuer un niveau de danger « trés fort »
(vH) a cet effet. Cependant, les experts de I'’Anses ont souhaité examiner les sources de I'étape 2
pour obtenir des données supplémentaires. Des données expérimentales ont été identifiées lors de
la consultation du dossier d’enregistrement de la substance sur le site de 'Echa. Plus de 70% de la
substance est dégradée dans la fenétre des 10 jours. De plus, un tiz air de 10 heures basé sur des
constantes mesurées est rapporté dans le rapport de ’OCDE. Dans la mesure ou ce t12 est inférieur
a 2 jours et ou un test de dégradation dans la fenétre de 10 jours est rapporté, les experts de 'Anses
ont préféré accorder plus de poids aux données expérimentales décrites dans la littérature pour
attribuer un niveau de danger « tres faible » (vL).

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Aucune donnée expérimentale n’ayant été trouvée, les experts de
I’Anses se sont appuyés sur un BCF de 3 et un log Kow de 0,44 estimés pour attribuer un niveau de
danger « trés faible » (vL) puisque ces valeurs sont respectivement inférieures a 100 et 4.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.
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Tableau 42 : Niveaux de danger attribués aux effets de I’éthanol selon I'outil QCAT

I . . Propriétés
Toxicité humaine s . _ Devenir dans .

Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité . physico-

(groupe 1) I'environnement chimiques

cIlmMIr|D|E|AT|ST|IN|sns|snr|Irs|rE|AA]CAlES| P B | Ex | F
Lieeleim| L \\

La substance posséde un niveau de danger modéré (M) sur l'activité endocrinienne. Selon I'outil
QCAT, la substance se voit attribuer une classification initiale de B (substance chimique
dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Aucune des conditions décrites dans I'outii QCAT n’est remplie pour renforcer le
classement de la substance. Par conséquent, la substance reste classée B (substance chimique
dangereuse).

Evaluation du mélange Excell Plus®

Le mélange Excell Plus® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue
dans le mélange, c'est-a-dire la classe B « substance chimique dangereuse ».

Tableau 43 : Evaluation des produits Excell Plus® selon I'outil QCAT

Classes de danger
Alternatives potentielles | Compositions RS CO GRSl selon QCAT du
QCAT des composants .
mélange
Glyoxal B
Le mélange Excell Plus® | Ethyléne-glycol B B
Ethanol B

5.2.3.7 Evaluation du mélange FineFix®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange FineFix® contient de I'éthanol (n® CAS 64-17-5), de I'eau distillée, du
propyléne-glycol (n° CAS 57-55-6), de [Ialcool polyvinylique (n° CAS 9002-89-5)et un
monosaccharide dont 'identité est inconnue.

D’aprés la fiche de données de sécurité (FDS) disponible sur le site internet de la société Milestone,
le mélange FineFix concentrate contient de I'alcool polyvinylique (n° CAS 9002-89-5) ; du propyléne-
glycol (n° CAS 57-55-6) et du sorbitol (n° CAS 50-70-4) et doit étre dilué dans de I'’éthanol (n°® CAS
64-17-5) (Milestone 2015a).

L’Anses a demandé a 'INRS d’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition des mélanges. Les seules informations
supplémentaires obtenues par rapport a celles figurant dans la FDS sont les pourcentages exacts
de chacun des constituants du Finefix concentrate.

Chacune des substances a été analysée au travers de I'outil QCAT.
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Identification et catégorisation des dangers de I’éthanol (n° CAS 64-17-5)

L’éthanol a été déja précédemment évalué au travers de l'outil QCAT. La substance est classée B
(substance chimique dangereuse).

Identification et catégorisation des dangers de I’alcool polyvinylique (n° CAS 9002-89-5)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil QCAT pour l'alcool polyvinylique (n° CAS 9002-89-
5).

Tableau 44 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en
appliquant I'outil QCAT pour I’alcool polyvinylique

Toxicité humaine (groupe 1)

Effets C M R D E
(CIRC) (HSDB)
Données ‘Groupe 3 « Agent Pas de Etude de 2 générations Pas de Pas de
disponibles | Inclassable quanta | jonnges chez le rat données données
sa cancérogenicite NOAEL = 5000ma/ka/i
pour I'Homme » = mg/kg/)

Toxicité humaine Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
(groupe 2)
Effets AT AA P B
(HSDB)
Test de Zahn-Wellens (HSDB)
dIiDsOg?\?beIZs Pas de données diiig:s (microorganismes non adaptés) BCF <7.5
P 20, 50, 90% de la substance (mesuré chez la
dégradée respectivement en 17, 24, carpe)
28 jours

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, la toxicité pour le développement, l'activité
endocrinienne, la toxicité aigué et la toxicité aquatique aigué, aucune information n’a été trouvée
dans I'ensemble des sources a consulter dans 'outil QCAT. Un « manque de données » (DG) est
attribué a chacun de ces effets.

Concernant la cancérogénicité, la substance est classée dans le Groupe 3 « Agentinclassable quant
a sa cancérogénicité pour I'Homme » par le CIRC. Cette classification fait partie des sources
prioritaires de I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour la reproduction, aucune classification n’a été identifiée dans les sources
prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de 'étape
2 pour évaluer cet effet. Ainsi, les experts de ’Anses se sont appuyés sur la NOAEL établie dans
une étude de 2 générations pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) puisque la valeur est
supérieure a 250 mg/kg/j.

Concernant la persistance, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. Les experts de I'’Anses se sont appuyés sur le fait que la substance ne soit pas dégradée
a 70% en 7 jours pour attribuer un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
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évaluer cet effet. Les experts de 'Anses se sont appuyés sur un BCF inférieur a 7,5 pour attribuer
un niveau de danger « trés faible » (vL) a cet effet puisque cette valeur est inférieure a 100.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger de l'alcool polyvinylique au regard
des données identifiées.

Tableau 45 : Niveaux de danger attribués aux effets de I’alcool polyvinylique selon I'outil QCAT

s . . Propriétés
Toxicité humaine I . o Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , = . physico-
(groupe 1) I'environnement T
chimiques

C{M|R| D E |AT |ST|N|SnS|SnR |Irs [IFE| AA | CA P B Rx F
L  DG| L | DG | DG | DG DG M

Concernant la persistance, la substance posséde un niveau de danger « modéré » (M). Par
conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale B (substance chimique dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Des données sont manquantes pour au moins 3 effets relatifs a la santé humaine, la
substance se voit donc attribuer la classe finale « non classé ».

Identification et catégorisation des dangers du propyléne glycol (n°® CAS 57-55-6)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon 'outil QCAT pour le propyléne glycol (n® CAS 57-55-6).
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Tableau 46 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en
appliquant I'outil QCAT pour le propyléne glycol

Toxicité humaine (groupe 1)
Effets C M R D E
(U.S. (U.Ss.
(OCDE 2001) Department of Department of
: Health and Health and
Les résultats
FOCDE 2001,) des études Human Services | Human Services
Données L_es re_sultat_s d_es études disponibles 2004b) 2004b) Pas de
disponibles dllspontl)bltes |nd|q'uetnt Y€ | indiquent que la « Clear « Clear données
a SUC:nigfg néiz pas substance n'est Evidence of no Evidence of no
9 ni mutagéne, ni | Adverse Effects | Adverse Effects
génotoxique - Reproductive | - Developmental
Toxicity» Toxicity»
Toxicité humaine Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
(groupe 2)
Effets AT AA P B
(HSDB)
DLso (rat, souris, lapin, (HSDB)
Données phlen,l coch:)ns%’mtd;‘,t 9 (HSDB) t12 (air) = 32 heures (HSDB)
disponibles | VO€ °rale) e';‘kre et et CLso (daphnies, (PBT Profiler) BCF=3
g/Kg 48h) > 18 g/L _ .
DLso (lapin, voie cutanée) de t12 (eau) = 8,7 jours
= 20,8 g/kg

Concernant l'activité endocrinienne, aucune information n’a été trouvée dans I'ensemble des
sources a consulter dans I'outil QCAT. Un « manque de données » (DG) est attribué a cet effet.

Concernant la cancérogénicité, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur les résultats négatifs des études disponibles décrites dans HSDB
et dans la fiche SIDS de la substance, les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger
« faible » (L).

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, aucune classification n’a été identifiée dans les
sources prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources
de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En se basant sur les résultats négatifs des études disponibles
décrites dans HSDB et dans la fiche SIDS de la substance, les experts de I'Anses ont attribué un
niveau de danger « faible » (L).

Concernant la toxicité pour la reproduction, la substance fait I'objet d’'une monographie de 'US NIH
sur les effets sur les fonctions de reproduction et de développement. La substance se voit attribuer
la mention : « Clear Evidence of no Adverse Effects - Reproductive Toxicity ». Cette classification
fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger
« faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour le développement, la substance fait I'objet d’'une monographie de 'US
NIH sur les effets sur les fonctions de reproduction et de développement. La substance se voit
attribuer la mention : « Clear Evidence of no Adverse Effects - Developmental Toxicity». Cette
classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau
de danger « faible » (L) a cet effet.
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Concernant la toxicité aigué, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les valeurs de DLz décrites dans HSDB, les experts ont attribué un niveau
de danger « faible » (L) a cet effet puisque les valeurs sont toutes supérieures a 2000 mg/kg.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune information n’a été trouvée dans les sources
prioritaires et secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de 'étape
2 pour évaluer cet effet. Les experts de ’Anses se sont appuyés sur les valeurs de CLso décrites
dans HSDB pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) a cet effet puisque les valeurs sont
supérieures a 100 mg/L.

Concernant la persistance, aucune classification n'a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les données de ti2 (air) a 32 heures estimée dans HSDB et t1» (eau) a
8,7 jours estimée par PBT profiler, les experts de I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible »
(L) a cet effet puisque ces valeurs sont respectivement inférieures a 2 jours et 16 jours.

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. Les experts de I'’Anses se sont appuyés sur un BCF estimé a 3 pour attribuer un
niveau de danger « trés faible » (vL) puisque cette valeur est inférieure 100.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger du propyléne glycol au regard des
données identifiées.

Tableau 47 : Niveaux de danger attribués aux effets du propyléne glycol selon I'outil QCAT

s . . Propriétés
Toxicité humaine N . _ Devenir dans )

Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , = . physico-

(groupe 1) I'environnement chimiques

— O
=

R |D| E |AT|ST|{N|SnS|SnR |Irs |IfE| AA | CA P B Rx F
T

La substance posséde des niveaux de danger « faible » (L) ou « trés faible » (vL) sur tous les effets
documentés. Par conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale A (substance chimique
peu dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. L’activité endocrinienne n’a pas été évaluée par manque de données. D’aprés I'outil
QCAT, la substance se voit donc attribuer la classe finale Bpg (substance chimique dangereuse par
manque de données).

Identification et catégorisation des dangers du sorbitol (n° CAS 50-70-4)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon 'outil QCAT pour le sorbitol (n® CAS 50-70-4).
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Tableau 48 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en
appliquant 'outil QCAT pour le sorbitol

Toxicité humaine (groupe 1)

Effets C M R D E
) (HSDB)
Données Pas de données Pas de , , Pas de Pas de
disponibles données | Pas deffets observés dans | 4onnges | données
une étude de 3 générations

Toxicite humaine Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
(groupe 2)
Effets AT AA P B
(HSDB)
, DLso (rat, voie (PBT Profiler) HSDB
Donnees orale) = 15,9 g/kg Pas de données t12 (eau) = 8,7 jours ( )
disponibles ’ ’ BCF=3
DLso (souris, voie t12 (sol) = 4,7 jours
orale) = 17,8 g/kg

Concernant la cancérogeénicité, la mutagénicité et la génotoxicité, la toxicité pour le développement,
l'activité endocrinienne et la toxicité aquatique aigué, aucune information n’a été trouvée dans
'ensemble des sources a consulter dans 'outil QCAT. Un « manque de données » (DG) est attribué
a chacun de ces effets.

Concernant la toxicité pour la reproduction, aucune classification n’a été identifiée dans les sources
prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de 'étape
2 pour évaluer cet effet. En se basant sur 'absence d’effet observé dans une étude 3 générations
décrite dans HSDB, les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité aigué, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les valeurs de DLso décrites dans HSDB, les experts ont attribué un niveau
de danger « faible » (L) a cet effet puisque ces valeurs sont supérieures a 2000 mg/kg.

Concernant la persistance, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant que les données estimées par PBT profiler de t1,2 (eau) a 8,7 jours et de ti,2
(sol) a 4,7 jours, les experts de I'Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet
puisque ces valeurs sont inférieures a 16 jours.

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. Les experts de ’Anses se sont appuyés sur un BCF estimé a 3 dans HSDB pour
attribuer un niveau de danger « trés faible » (vL) puisque cette valeur est inférieure 100.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger du sorbitol au regard des données
identifiées.
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Tableau 49 : Niveaux de danger attribués aux effets du sorbitol selon I'outil QCAT

Toxicité humaine (groupe - ; - Devenir dans Propri.étés
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | ,, ~ . physico-
1) I'environnement 7
chimiques

C|/M|R]|D E |[AT|ST|N|SnS|[SnR |Irs|IFE| AA | CA P B Rx F
DG |DG| L [DG|DG| L DG L

La substance posséde des niveaux de danger « faible » (L) ou « trés faible » sur les effets
documentés. Par conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale A (substance chimique
peu dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Des données sont manquantes pour au moins 3 effets relatifs a la santé humaine, la
substance se voit donc attribuer la classe finale « non classé ».

Evaluation du mélange FineFix
Le tableau ci-dessous récapitule I'évaluation des dangers selon I'outil QCAT du mélange FineFix.

Le mélange FineFix se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le
mélange, c'est-a-dire la classe « non classé ».

Tableau 50 : Evaluation des produits FineFix® selon I'outil QCAT

Alternatives Classes de danger selon CEEREs ¢ CEE T
. Compositions selon QCAT du
potentielles QCAT des composants .
mélange
Alcool polyvinylique Non classé
Le mélange Propylene-glycol Boc ,
FineFix® Non classé
Sorbitol Non classé
Ethanol B

5.2.3.8 Evaluation du mélange Green-Fix®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange Green-Fix® contient du glyoxal (n°® CAS 107-22-2) et de I'’éthanol (n® CAS
64-17-5).

L’Anses a demandé a 'INRS d’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition des mélanges.

L’INRS a transmis a 'Anses la FDS du mélange et a indiqué que ce produit n’est plus aujourd’hui
mis sur le marché par la société italienne DIAPATH SpA (DiaPath 2017). D’aprés la FDS, le mélange
contient du méthanol, une substance classée F par I'outil QCAT.

Evaluation du mélange Green-Fix®

Dans la mesure ou une des substances composant le mélange est classée F selon I'outil QCAT, le
mélange Green-Fix® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans
le mélange, c'est-a-dire la classe F « substance extrémement dangereuse ».
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Tableau 51 : Evaluation du produit Green-Fix® selon I'outil QCAT

Classes de danger
selon QCAT du
mélange

Classes de danger selon

Alternatives potentielles | Compositions QCAT des composants

Méthanol

Le mélange Green-Fix® Autres

, Non évalués
composés

5.2.3.9 Evaluation du mélange RCL2®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange RCL2® est un fixateur élaboré au laboratoire de pathologie de I'lnstitut
Claudius Regaud de Toulouse. Il est composé d’éthanol (n® CAS 64-17-5) (70%) et d’acide acétique
(n° CAS 64-19-7) (7%) et de tréhalose (n° CAS 99-20-7).

L’Anses a demandé a 'INRS d’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition de ce mélange. L'INRS a indiqué a I'Anses que ce
mélange a été commercialisé par la société Alphelys qui a fermé le 22/09/2015 (radiation du Registre
du Commerce et des Sociétés (RCS) le 22/09/2015). Aucune autre information n’a été transmise a
I'Anses.

Les experts de I'Anses ont alors identifié le fait qu’'un mélange similaire est toujours sur le marché
mais commercialisé par la société Alphapath.

Les experts de '’Anses ont souhaité évaluer les dangers du mélange en se basant sur la composition
décrite dans la littérature, c'est-a-dire le mélange qui a satisfait le module « capacités techniques ».

Identification et catégorisation des dangers de I’éthanol (n° CAS 64-17-5)

L’éthanol a été déja précédemment évalué au travers de l'outil QCAT. La substance est classée B
(substance chimique dangereuse).

Identification et catégorisation des dangers de I’acide acétique (n° CAS 64-19-7)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil QCAT pour I'acide acétique (n° CAS 64-19-7).
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Tableau 52 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en
appliquant I'outil QCAT pour I’acide acétique

Toxicité humaine (groupe 1)
Effets C M R D E
Do (HSDB) (HSDB) (MAK) e g
onnees Effet irritant, . : . as ae
disponibles | Faible promoteur | . Résultats Pas de données Pregnancy Risk données
négatifs in vitro Group C
tumoral
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
Effets AT AA P B
(GHS Nouvelle Zélande - (GHS — Japon : (HSDB)
NITE-CHIRP) i
CCID) Hazardous t t12 (sol) = 2 jours (HSDB)
Données 6.1D (dermal) — Acutely toxic azardous 1o 2 =
disponibles .( . ) Y toxic the aquatic (valeur mesurée) BCF =3
6.1D (inhalation) — Acutely toxic | environment (PBT Profiler) (valeur estimée)
6.1D (oral) — Acutely toxic (acute) - de tiz2 (eau) = 8,7 jours
Category 3

Concernant la toxicité pour la reproduction et I'activité endocrinienne, aucune information n’a été
trouvée dans I'ensemble des sources a consulter dans I'outil QCAT. Un « manque de données »
(DG) est attribué a chacun de ces effets.

Concernant la cancérogénicité, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur les résultats chez I'animal décrits dans HSDB (Hazardous
Substances Data Bank), les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet
effet puisque la substance est décrite comme un faible promoteur tumoral.

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, aucune classification n’a été identifiée dans les
sources prioritaires ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources
de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En se basant sur les résultats négatifs des essais in vitro décrits
dans HSDB, les experts de I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité pour le développement, la substance est classée par la MAK dans le groupe
C (Pregnancy Risk Group C). Cette classification fait partie des sources prioritaires de I'étape 1 de
I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « faible » (L) a cet effet.

Concernant la toxicité aigué, une classification a été trouvée dans les sources prioritaires de I'étape
1. La substance est classée : « 6.1D (dermal) — Acutely toxic ; 6.1D (inhalation) — Acutely toxic ;
6.1D (oral) — Acutely toxic » par la Nouvelle-Zélande. Cette classification fait partie des sources
secondaires de I'étape 1 de I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune classification n’a été identifiée dans les sources
prioritaires de I'’étape 1. La substance est classée : « Hazardous to the aquatic environment (acute)
- Category 3 » par le Japon. Cette classification fait partie des sources secondaires de I'étape 1 de
I'outil QCAT qui attribue un niveau de danger « modéré » (M) a cet effet.

Concernant la persistance, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les résultats de ti2 (sol) a 2 jours (valeur mesurée décrite dans HSDB) et
de ti2 (eau) a 8,7 jours (valeur estimée par PBT Profiler), les experts ont attribué un niveau de
danger « faible » (L) a cet effet car ces valeurs sont inférieures a 16 jours.
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Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Aucune donnée expérimentale n'ayant été trouvée, les experts de
I’Anses se sont appuyés sur un BCF estimé a 3 décrit dans HSDB pour attribuer un niveau de danger
« trés faible » (vL) puisque cette valeur est inférieure a 100.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger de l'acide acétique au regard des
données identifiées.

Tableau 53 : Niveaux de danger attribués aux effets de I’acide acétique selon I'outil QCAT

icité i ; Propriétés
Toxicité humaine I . I Devenir dans .

Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , ~ . physico-

(groupe 1) I'environnement chimiques

C|IM| R |D| E |AT|ST|N|SnS|SnR|Irs|IrE| AA | CA P B Rx F
B \

Concernant la toxicité aigué, la substance posséde un niveau de danger « modéré » (M). En
appliquant l'outil QCAT, la substance est par conséquent classée B (substance chimique
dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Un « manque de données » a été attribué pour un effet relatif a la santé humaine autre
que celui relatif a I'activité endocrinienne. Par conséquent, la substance se voit donc attribuer la
classe finale de Cpg (substance chimique trés dangereuse par manque de données).

Identification et catégorisation des dangers du tréhalose (n° CAS 99-20-7)

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil QCAT pour le tréhalose (n° CAS 99-20-7).

Tableau 54 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en
appliquant I'outil QCAT pour le tréhalose

Toxicité humaine (groupe 1)

Effets C M R D E
Donnc_aes Pas de données Pas de données | Pas de données | Pas de données | Pas de données
disponibles

Toxicite humaine Ecotoxicité Devenir dans I’environnement
(groupe 2)
Effets AT AA P B
Données , ) (PBT Profiler) (PBT Profiler)
. ) Pas de données Pas de données .
disponibles ti2 (eau) = 8,7 jours BCF = 3,2

Concernant la cancérogénicité, la mutagénicité et la génotoxicité, la toxicité pour la reproduction, la
toxicité pour le développement, I'activité endocrinienne, la toxicité aigué et la toxicité aquatique
aigué, aucune information n’a été trouvée dans I'ensemble des sources a consulter dans I'outil
QCAT. Un « manque de données » (DG) est attribué a chacun de ces effets.

Concernant la persistance, aucune classification n'a été identifiée dans les sources prioritaires ou
secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
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cet effet. En se basant sur la donnée estimée par PBT profiler de t1,2 (eau) a 8,7 jours, les experts
de I'Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) a cet effet puisque cette valeur est
inférieure a 16 jours.

Concernant la bioaccumulation, aucune classification n’a été identifiée dans les sources prioritaires
ou secondaires de I'étape 1. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de |'étape 2 pour
évaluer cet effet. Les experts de I'Anses se sont appuyés sur un BCF estimé a 3,2 par PBT profiler
pour attribuer un niveau de danger « trés faible » (vL) puisque cette valeur est inférieure 100.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger du tréhalose au regard des données
identifiées.

Tableau 55 : Niveaux de danger attribués aux effets du tréhalose selon I'outil QCAT

o . . Propriétés
Toxicité humaine o . D Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , ~ . physico-
(groupe 1) I'environnement 7
chimiques
C ‘ M ‘ R | D ‘ E |AT|ST|N|[SnS|SnR|Irs|IFE| AA | CA P B Rx F
DG

La substance posséde des niveaux de danger « faible » (L) ou « trés faible » (vL) sur les effets
documentés. Par conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale A (substance chimique
peu dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Des données sont manquantes pour au moins 3 effets relatifs a la santé humaine, la
substance se voit donc attribuer la classe finale « non classé ».

Evaluation du mélange RCL2®
Le tableau ci-dessous récapitule I'évaluation des dangers selon I'outil QCAT du mélange RCL2®.

Le mélange RCL2® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le
mélange, c'est-a-dire la classe « non classé ».

Tableau 56 : Evaluation du produit RCL2® selon I'outil QCAT

Classes de danger selon CEEEES 0B CERES
Alternatives potentielles | Compositions selon QCAT du
QCAT des composants .
mélange
Ethanol B
Le mélange RCL2 Acide acétique Coc Non classé
Tréhalose Non classé

5.2.3.10 Evaluation du mélange Hydrosafe®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange Hydrosafe® est un fixateur composé d’éthanol (n° CAS 64-17-5) et d’acide
acétique (n° CAS 64-19-7) : deux substances déja évaluées par I'outil QCAT précédemment.
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Les experts de I'Anses ont identifié le fait qu'’il s’agissait d’'une solution commerciale de Labonord.
Cette société a été radiée du RCS le 27-11-2013 et est devenue la société VWR International. Le
support technique de VWR a indiqué que le produit n’est plus disponible aujourd’hui sur le marché.

L’Anses a demandé a I'INRS d'’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition de ce mélange. L'INRS ne disposait pas
d’'information supplémentaire sur le mélange.

Les experts de I’Anses ont évalué les dangers du mélange en se basant sur les seules informations
disponibles, c'est-a-dire celles décrites dans la littérature scientifique.

Evaluation du mélange Hydrosafe®

Le tableau ci-dessous récapitule I'évaluation des dangers selon l'outi QCAT du mélange
Hydrosafe®.

Le mélange Hydrosafe® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue
dans le mélange, c'est-a-dire la classe Cpg « substance trés dangereuse par manque de données ».

Tableau 57 : Evaluation du produit Hydrosafe® selon I'outil QCAT

Classes de danger selon (CEBEES 06 CEER
Alternatives potentielles | Compositions selon QCAT du
QCAT des composants .
mélange
Ethanol B
Le mélange Hydrosafe® Coc
Acide acétique Coc

5.2.3.11 Evaluation du mélange UMFIX ®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange UMFIX est un fixateur composé de polyéthyléne glycol (n° CAS 25322-
68-3) et de méthanol (n° CAS 67-56-1).

Le méthanol a été déja précédemment évalué au travers de I'outil QCAT. La substance est classée
F (substance chimique extrémement dangereuse).

Evaluation du mélange UMFIX®

Dans la mesure ou une des substances composant le mélange est classée F selon I'outil QCAT, le
mélange UMFIX se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le
mélange, c'est-a-dire la classe F « substance extrémement dangereuse ».

Tableau 58 : Evaluation du produit UMFIX selon I'outil QCAT

Classes de danger
selon QCAT du
mélange

Classes de danger selon

Alternatives potentielles | Compositions QCAT des composants

Méthanol

L 3| UMFIX
© mefange Autres

, Non évalués
composés
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5.2.3.12 Evaluation de la technique de fixation HOPE®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, la technique fait intervenir les substances suivantes : I'acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-
pipérazine éthane sulfonique (n° CAS 7365-45-9), un composé organique zwitterionique, contenant
de l'acide glutamique et d’autres acides aminés (glycine, L-alanine, L-proline, L-sérine) et de
'acétone.

L’Anses a demandé a 'INRS d’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition de ce mélange.

Les experts de I'Anses ont réalisé I'évaluation des dangers a travers 'outil QCAT de 'ensemble des
substances identifiées comme composants de ce mélange (y compris ceux faisant I'objet d’'une
clause de confidentialité). Dans la mesure ou une des substances composant le mélange est classée
F « substance chimique extrémement dangereuse » selon I'outil QCAT, le mélange se voit attribuer
la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le mélange, c'est-a-dire la classe F
« substance extrémement dangereuse ».

5.2.3.13 Conclusions du module danger QCAT
Le tableau ci-dessous synthétise 'ensemble des classifications QCAT des alternatives identifiées.

Tableau 59 : Evaluation des mélanges selon I'outil QCAT

Alternatives potentielles Classes de danger selon QCAT

Le mélange PAXgene®

OI

Le mélange Excell Plus®

Le mélange FineFix® Non classé

Le mélange Green-Fix®

Le mélange RCL2® Non classé

Le mélange HydroSafe® Coc

Le mélange UMFIX®

Le procédé HOPE®

Les mélanges PAXgene®, Green-Fix®, UMFIX® et le procédé HOPE ® sont classés F par I'outil
QCAT et ne seront pas étudiés dans les modules de la phase simultanée.

En revanche, n’étant pas classés F, les mélanges Excell Plus®, FineFix®, RCL2® et Hydrosafe®
seront étudiés dans les modules de la phase simultanée.

5.3 Les modules de la phase simultanée

5.3.1 Le module danger « GreenScreen »

5.3.1.1 Présentation des principes de I'outil GreenScreen

L’objectif de ce module « danger » consiste a attribuer une classe finale de danger (parmi les classes
suivantes : 1; 2 ; 2pc; 3 ; 3pe ; 4 ou non classé) en appliquant I'outil GreenScreen a chacune des
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alternatives identifiées, c'est-a-dire soit a la substance de substitution soit a chacune des substances
constituant le mélange de substitution.

Toutes les substances présentes a plus de 0.1% dans le mélange sont étudiées selon GreenScreen,
la classe de la substance la plus contraignante étant attribuée au mélange étudié.

Dix-huit effets sont a étudier pour ce module et sont rappelés dans le tableau ci-dessous.

Tableau 60 : Effets étudiés par I'outil GreenScreen

Toxicité humaine
(groupe I)

Toxicité humaine
(groupe Il)

Ecotoxicité et devenir
dans I’environnement

Propriétés physico-
chimiques

e cancérogénicité (C)

e mutagénicité et
génotoxicité (M)

o toxicité pour la
reproduction (R)

o toxicité pour le
développement (D)

e activité
endocrinienne (E)

toxicité aigué (AT)
toxicité systémique et
effets sur les organes
(ST)

neurotoxicité (N)
sensibilisation
cutanée (SnS)
sensibilisation
respiratoire (SnR)

écotoxicité aquatique
aigué (AA)
écotoxicité aquatique
chronique (CA)

autres études
d’écotoxicité (si
disponibles) :

Persistance (P)
Bioaccumulation (B)

réactivité (Rx)
inflammabilité (F)

irritation cutanée (IrS)

e irritation oculaire (IrE)

L’application de I'outil GreenScreen permet d’attribuer des niveaux de danger pour chacun des effets
a considérer parmi les six niveaux suivants (trés fort (vH), fort (H), modéré (M), faible (L), trés faible
(vL) ou inconnu (DG)).

Pour pouvoir attribuer un niveau de danger a chacun des effets, des informations doivent d’abord
étre collectées. L'outil GreenScreen décrit 4 types de sources distinctes pour collecter ces
informations. Elles peuvent provenir :

1. d’une recherche de données toxicologiques dans une liste de sites ou de bases de données
toxicologiques décrites dans un document intitulé « informations sources » disponible sur le
site de GreenScreen (CPA 2016d);

2. d’'une recherche dans 42 listes spécifiques qui proposent une classification des substances.
Ces listes sont décrites dans un document intitulé « GreenScreen translator » disponible sur
le site de GreenScreen (CPA 2016b);

3. d’'une recherche de données toxicologiques mesurées pour un analogue structural pertinent
de la substance d’intérét ;

4. d’'une modélisation des données afin de compléter les données mesurées manquantes.

L’outil GreenScreen laisse le choix a I'utilisateur de hiérarchiser sa recherche dans ces 4 types de
sources selon ses préférences.

Concernant les 42 listes spécifiques proposant des classifications pour les substances, I'outil
GreenScreen les classe dans 2 catégories :

e Les listes faisant « autorité » (Authoritative lists) qui sont des listes générées souvent dans
le cadre de processus réglementaires pour identifier des substances dangereuses

e Les listes de « sélection » (Screening lists) qui sont des listes développées sur un examen
moins complet de la littérature scientifique ou compilées par des organismes non considérés
comme faisant autorité dans le domaine

page 96 / 163 Octobre 2019




Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

Chacune de ces 2 listes peut étre classée dans la sous-catégorie Aou B :

e La sous-catégorie A correspond a une liste associant une donnée a un seul et unique niveau
de danger ;

e La sous-catégorie B correspond a une liste qui laisse le choix a l'utilisateur d’attribuer un
niveau danger parmi plusieurs propositions pour une méme donnée.

L’outil GreenScreen permet également d’attribuer un niveau de confiance a chacun des niveaux de
danger attribué. Ainsi, les niveaux de danger provenant de sources d’informations avec un niveau
de confiance élevé seront écrits en gras alors que ceux provenant d’'une source d’information avec
un niveau de confiance plus faible seront écrits en italique.

Une fois 'ensemble des niveaux de danger attribués a chacun des effets, une classe de danger
initiale est attribuée a la substance. Une analyse des données manquantes est ensuite réalisée afin
d’attribuer une classe finale a la substance (CPA 2016a, c)

5.3.1.2 Adaptation de I'outil GreenScreen par les experts de 'Anses
Prise en compte des évaluations selon I'outil QCAT

Les substances analysées au travers du module danger GreenScreen ont déja été analysées au
travers de l'outil QCAT.

Pour les effets déja évalués en QCAT, les experts ont adopté la démarche suivante :

1. Vérifier que les données, ayant permis d’attribuer un niveau de danger selon QCAT,
permettent d’attribuer le méme niveau de danger selon GreenScreen. Si ce n’est pas le cas,
les experts ont alors modifié le niveau de danger pour le faire correspondre aux critéres
d’évaluation de I'outil GreenScreen ;

2. Pour les effets dont les niveaux de danger ont été attribués selon QCAT a partir des sources
secondaires de I'étape 1 ou des sources de I'étape 2, les experts se sont laissés la possibilité
de réévaluer cet effet en recherchant des informations complémentaires dans les sources de
I'outil GreenScreen ;

3. Les effets dont I'évaluation au travers de l'outil QCAT a conclu a un manque de données
(DG) ont été systématiquement réévalués au travers de I'outil GreenScreen.

Les 9 nouveaux effets, non évalués dans QCAT, ont été évalués au travers de I'outil GreenScreen.

Hiérarchisation des sources d’informations

L’'outil GreenScreen laisse a [l'utilisateur le choix de hiérarchiser les sources d’informations
nécessaires a la collecte des données. Ainsi, les experts de '’Anses ont adopté une démarche en 5
étapes. Chaque étape fait référence a des sources dinformations a consulter. Les experts
commencent par chercher les informations dans les sources décrites dans I'étape 1. Si des
informations sont collectées a cette étape alors elles sont utilisées pour attribuer un niveau de
danger a 'effet considéré. Sinon, les experts cherchent dans les sources de I'étape 2. Ainsi de suite,
les experts continuent la recherche d’informations étape par étape jusqu’a ce qu'ils trouvent des
informations sur I'effet considéré. De maniére générale, lorsque des informations sont trouvées dans
une des sources décrites dans une étape, elles peuvent étre utilisées pour attribuer un niveau de
danger a l'effet considéré sans aller chercher des informations supplémentaires dans les sources
décrites dans la ou les étapes suivantes.

Les experts ont adopté la démarche suivante en 5 étapes :

L’étape 1 consiste a collecter des informations de classification dans les listes faisant « autorité »
gu’elles soient dans la sous-catégorie A ou B. Les experts ont utilisé le document intitulé «
GreenScreen translator » (CPA 2016b) pour identifier ces listes.

L’étape 2 consiste a collecter des données mesurées dans les guides et les bases de données
toxicologiques décrites dans le document intitulé « informations sources » (CPA 2016d).
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L’étape 3 consiste a collecter des informations de classification dans les listes de « sélection »
gu’elles soient dans la sous-catégorie A ou B. Les experts ont utilisé le document intitulé «
GreenScreen translator » (CPA 2016b) pour identifier ces listes.

L’étape 4 consiste a collecter des données estimées ou modélisées dans les guides et les bases
de données toxicologiques décrites dans le document intitulé « informations sources » (CPA 2016d).

L’étape 5 consiste a collecter des informations sur un ou plusieurs analogues structuraux pertinents
de la substance d’intérét afin d’attribuer un niveau de danger a I'effet considéré.

Si aucune information n’est trouvée a I'issue de cette derniere étape alors les experts ont entrepris
une revue de la littérature plus large afin d’identifier des informations sur la substance.

Si aucune information n’est trouvée alors les experts ont attribué un « manque de données » a I'effet
considéré.

Attribution des niveaux de danger pour une information trouvée dans une liste B

Les listes B laissent le choix a l'utilisateur d’attribuer un niveau de danger parmi plusieurs
propositions décrites dans le document intitulé « hazard criteria » disponible sur le site de
GreenScreen (CPA 2016c).

Le tableau ci-dessous référence I'ensemble des décisions prises par le GT dans ces cas-la.

Tableau 61 : Attribution des niveaux de danger a partir des données identifiées dans des listes B

Source de Proposition de Choix des
Effet Donnée identifiée ’ . e experts de
I’'information I’outil GreenScreen )
I’Anses
ibilisati - Fort (H
Sensibilisation | H317 — Peut provoquer (Reglement CLP) . (H) Fort (H)
cutanée (SnS) | une allergie cutanée o Modéré (M)
Classification A (Rrs
Sensibilisation (subst | ( ) ) (AOEC e Fort (H) Modéré (M)
respiratoire substance classee Asthmagens o s
P sensibilisante) gens) Modéré (M)

Attribution des niveaux de confiance des niveaux de danger
Les experts de I'Anses ont décidé d’attribuer :

e un niveau de confiance élevé au niveau de danger lorsque la donnée retenue pour attribuer
un niveau de danger provient d’'une source de I'étape 1 ou lorsque la donnée est mesurée et
accessible dans une source de I'étape 2 ;

e Un niveau de confiance faible au niveau de danger lorsque la donnée retenue pour attribuer
un niveau de danger provient d’'une source de 'étape 3, 4 ou 5.

Cas particulier :

e Lafiabilité des données de toxicité disponibles dans les dossiers d’enregistrement sur le site
de I'Echa est évaluée a travers la cotation Klimisch. L’échelle se compose de 4 notes : 1
(fiable sans restrictions), 2 (fiable avec restrictions), 3 (non fiable) et 4 (non évaluable). Bien
que les données mesurées disponibles sur le site de I'Echa appartiennent a une source de
I'étape 2, les experts de 'Anses n’ont pas souhaité attribuer systématiquement un niveau de
confiance élevé aux données disponibles. Les experts ont souhaité tenir compte de la
cotation de Klimisch associée aux données pour pouvoir attribuer un niveau de confiance
aux niveaux de danger. Ainsi, les données dont la fiabilité a été évaluée a 1 sont associées
a un niveau de confiance élevé alors que celles dont la fiabilité a été évaluée a 2, 3 ou 4 sont
associées a un niveau de confiance faible ;
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e Lorsqu’une source dinformation ne provient pas de l'outil GreenScreen, le jugement
d’experts permet d’attribuer un niveau de confiance a la source.

5.3.1.3 Evaluation des solutions a base de formaldéhyde
Identification et catégorisation des dangers du formaldéhyde (n° CAS 50-00-0)

Selon le reglement CLP, le formaldéhyde est classé cancérogéne de catégorie 1B. D’aprés I'outil
GreenScreen, le niveau de danger attribué a I'effet cancérogénicité est fort « H ».

Ayant un niveau de danger « fort » en santé humaine, la classe de danger finale attribuée au
formaldéhyde est la classe 1 (substance chimique extrémement dangereuse) d’aprés Ioutil
GreenScreen. Il n’a donc pas été nécessaire d’étudier les autres effets.

Assignation de la classe de danger finale des solutions a base de formaldéhyde

Comme le formaldéhyde est classé 1 (classe la plus pénalisante), les autres composés de la solution
de formaldéhyde a 4% n’ont pas été évalués au travers de I'outil GreenScreen puisque le produit se
voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le mélange, c'est-a-dire la
classe 1

Tableau 62 : Evaluation du formaldéhyde selon I'outil GreenScreen

Classes de danger des Classes de danger

Mélanges Compositions composants selon du mélange selon
GreenScreen GreenScreen
Formaldéhyde
Solution de v
formaldéhyde a 4%
y ° Autres composés Non évalués

5.3.1.4 Evaluation du mélange Excell Plus®

D’aprés la fiche de données de sécurité (FDS) disponible sur le site internet de la société American
MasterTech, le mélange Excell Plus® contient du glyoxal (n° CAS 107-22-2) (< 25%), de I'éthyléne-
glycol (n°® CAS 107-21-1) (< 10%) et de I'’éthanol (n° CAS 64-17-5) (< 10%) (American MasterTech
2016).

L’Anses a demandé a 'INRS d’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition des mélanges. Aucune autre information
supplémentaire a celles présentes dans la FDS n’a pu étre transmise a I'Anses.

Identification et catégorisation des dangers du glyoxal (n° CAS 107-22-2)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils
QCAT et GreenScreen.

Tableau 63 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets du glyoxal selon les outils

QCAT et GreenScreen
Toxicite Devenir dans
Toxicité humaine (groupe 1) humaine | Ecotoxicité | , ",
I’environnement
(groupe 2)
C M R D E AT AA P B
Niveaux
QCAT M M L L DG M M L
Niveaux M | ™ L L | A M A L
GreenScreen réévaluer réévaluer
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L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon I'outil QCAT permet
d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer les niveaux de danger aux différents effets de santé humaine
(groupe 1 et 2) s’appuient sur des sources de I'’étape 1 ou 2. Ainsi, les experts ont décidé d’attribuer
un niveau de confiance élevé a I'ensemble de ces niveaux de danger. En revanche, les données
relatives au devenir de la substance dans I'environnement sont des données estimées provenant
de sources de I'étape 4. Un niveau de confiance plus faible leur a été attribué.

Les données permettant d’attribuer le niveau de danger a la toxicité aquatique aigué proviennent
d’'une source de 'étape 3. Les experts de I'’Anses ont souhaité réévaluer ces effets au travers de
I'outil GreenScreen pour pouvoir affiner leur évaluation en consultant d’autres sources d’informations
disponibles a I'étape 2 de I'outil GreenScreen.

La perturbation endocrinienne pour laquelle I'utilisation de I'outil QCAT n’a pas permis d’attribuer un
niveau de danger a été réévaluée selon I'outil GreenScreen.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil GreenScreen pour le glyoxal (n° CAS 107-22-2).
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Tableau 64 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour le glyoxal

Toxicité humaine (groupe 2)

Toxicité humaine (groupe 1)
ST N
Effets C| M R D E AT Administration Administration répétée Administration SnS
unique unique et répétée
(OCDE 2003)
(OCDE 2003) (Etude OCDE 407)
La substance Etude chez le rat par voie orale (IUCLID-ECHA)
présente une pendant 28 jours (Etude OCDE 408) (Réglement CLP)
Données Effets évalués par Pas de észfafﬁl té toxicité modéree NOEL = 100 mg/kg/j Pas d'effets H317 — Peut
disponibles QCAT données par voie orale, (IUCLID — ECHA) observes surles | provoquer une
par QCAT | une faible toxicité parameétres de allergie cutanée
par voie cutanée (Etude OCDE 408) neurotoxicité 9
et une toxicité par | Etude chez le rat par voie orale évalués
inhalation pendant 90 jours
NOEL = 290-350 mg/kg/j
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité ’De\{enlr dans Proprle_te§ physico-
I’environnement chimiques
Effets SnR IrS IrE AA CA P B Ex F
(IUCLID-ECHA)
(Réglement CLP) | (Réglement CLP) |  (OCDE 2003) NOEﬁ épr‘;'gslsl_cm) = 2“0'\135) (INRS 2014b)
Données | Pasde | H315- Provoque | H319 — Provoque | CEso (pimephales | Effets évalués par _ Les solutions
disponibles | données une irritation une sévere promelas, 96h) = NOEC (daphnies) = QCAT Les solutions | aqueuses ne
; L 3.19 mg/L aqueuses sont pas
cutanée irritation des yeux 215 mg/L .
NOEC (algues) = sont stables | inflammables
3.13 mg/L
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Concernant l'activité endocrinienne et la sensibilisation respiratoire, aucune information n’'a été
trouvée dans I'ensemble des sources a consulter selon l'outil GreenScreen. Un « manque de
donnée » (DG) est attribué a ces effets.

Concernant la toxicité systémique (administration unique et administration répétée), aucune
classification n’a été trouvée dans la liste des sources de I'étape 1. Ainsi les experts de I'Anses se
sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En s’appuyant sur le NOEL le plus
faible décrit dans le rapport de I'OCDE sur la substance, les experts de I'Anses ont décidé d’attribuer
un niveau de danger faible (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet puisque cette valeur
est 100 mg/kg/j.

Concernant la neurotoxicité, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources de I'étape
1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet.
Le dossier d’enregistrement de la substance disponible sur le site de 'Echa rapporte une absence
d’effet neurotoxique dans une étude de 90 jours chez le rat avec une fiabilité de 1 (fiable sans
restriction). Ainsi, les experts de ’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un
niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la sensibilisation cutanée, la substance est classée « H317 - Peut provoquer une allergie
cutanée » d’aprés le réglement CLP. Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui permet d’attribuer un
niveau de danger fort (H) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant l'irritation cutanée, la substance est classée « H315 - Provoque une irritation cutanée »
d’aprés le réglement CLP. Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui permet d’attribuer un niveau de
danger fort (H) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant l'irritation oculaire, la substance est classée « H319 - Provoque une sévére irritation des
yeux » d’aprés le reglement CLP. Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui permet d’attribuer un niveau
de danger fort (H) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité aigué aquatique, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des
sources de I'étape 1. Ainsi les experts de '’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. Les experts de I'’Anses se sont appuyeés sur la valeur de CEsq décrite dans le
rapport de 'OCDE de la substance pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) a cet effet avec
un niveau de confiance élevé dans la mesure ou la valeur est supérieure a 100 mg/L.

Concernant la toxicité chronique aquatique, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des
sources de I'étape 1. Ainsi les experts de '’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. Les experts de '’Anses se sont appuyés sur les valeurs des NOEC les plus faibles
chez les daphnies et les algues décrites avec une fiabilité de 1 (fiable sans restriction) dans le dossier
d’enregistrement de la substance disponible sur le site de 'TECHA pour attribuer un niveau de danger
« modéré » (M) a cet effet avec un niveau de confiance élevé dans la mesure ou les valeurs sont
comprises entre 1 et 10 mg/L.

Concernant la réactivité, aucune information n’a été trouvée dans les sources listées par I'outil
GreenScreen. Cependant les experts de '’Anses se sont appuyés sur les données recueillies dans
la Fiche toxicologique de I'INRS de la substance pour évaluer cet effet. Les experts de 'Anses se
sont appuyés sur le fait que la substance en solution aqueuse est décrite comme stable pour
attribuer un niveau de danger faible (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant I'inflammabilité, aucune information n’a été trouvée dans les sources listées par I'outil
GreenScreen. Cependant les experts de '’Anses se sont appuyés sur les données recueillies dans
la Fiche toxicologique de I'INRS de la substance pour évaluer cet effet. Les experts de 'Anses se
sont appuyés sur le fait que la substance en solution aqueuse est décrite comme non inflammable
pour attribuer un niveau de danger faible (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.
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Tableau 65 : Niveaux de danger attribués aux effets du glyoxal selon I'outil GreenScreen

o . . Propriétés
Toxicité humaine Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicite | ,, ~ . physico-
(groupe 1) 'environnement -
chimiques
C|M| R |D| E |AT|ST| N [SnS|SnR [IF'S|IrE| AA | CA P B Rx F
M M| L [LIDG|M|L M L L L

Concernant la mutagénicité, la substance posséde un niveau de danger « modéré » (M). Par
conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale de 2 (substance chimique trés
dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Aucune des conditions décrites dans I'outil GreenScreen n’est remplie pour renforcer le
classement de la substance. Par conséquent, la substance reste classée 2.

Identification et catégorisation des dangers de I’éthylene glycol (n°® CAS 107-21-1)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils
QCAT et GreenScreen.

Tableau 66 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets de I’éthyléne glycol selon
les outils QCAT et GreenScreen

Toxicite Devenir dans
Toxicité humaine (groupe 1) humaine Ecotoxicité renvi
environnement
(groupe 2)
C M R D E AT AA P B
Niveaux
QCAT L L L L M M L L L
Niveaux L | L L L M M L LA L
GreenScreen réévaluer

L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon I'outil QCAT permet
d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

A l'exception de la persistance, les données permettant d’attribuer les niveaux de danger aux
différents effets s’appuient sur des sources de I'étape 1 ou 2. Ainsi, les experts ont décidé d’attribuer
un niveau de confiance élevé a 'ensemble de ces niveaux de danger.

En revanche, les données relatives a la persistance sont des données estimées provenant d’une
source de I'étape 4. Les experts de I'Anses ont souhaité réévaluer cet effet a travers I'outil
GreenScreen pour pouvoir affiner leur évaluation en consultant d’autres sources d’informations
disponibles a I'étape 2 et 3 de I'outil GreenScreen.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil GreenScreen pour I'éthyléne glycol (n® CAS 107-21-

1),
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Tableau 67 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour I’éthyléne glycol

Toxicité humaine (groupe 1)

Toxicité humaine (groupe 2)

ST N
Effets C|M D E AT Administration Administration répétée Administration unique et SnS
unique répétée
(OCDE 2004a) (INRS 2016)

. Des signes de dépression du (CNESST)
' - (CNESST) Etude chez le rat par voie systéme nerveux central, Le produit
Données Effets évalués par QCAT Effet évalué | H335 - Peut orale plusieurs cas de nystagmus et | peut causer

disponibles par QCAT | jrriter les voies NOAEL =71 a 1080 d’hyperlymphocytose ont été une

respiratoires mg/kg/j (effets rénaux) signalés chez des ouvriéres | sensibilisation
(selon les études réalisées) exposées aux vapeurs de de la peau
I'éthyléne-glycol.
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité , De\{emr dans Proprle_te§ physico-
I’environnement chimiques
Effets SnR IrS IrE AA CA P B Ex F
(CNESST)
Données Pas de L'exposition & ce produit, ases |  Effets Pas de (_HSDB? ~ Effets (INRS 2016) | (INRS 2016)
disponibles | données | vapeurs ou a ses brouillards peut evalues par | . | tnz(air)=2jours | évalués par | Composé Liquide peu
causer l'irritation des yeux et des QCAT (valeur estimée) QCAT stable inflammable
voies respiratoires
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Concernant la sensibilisation respiratoire et la toxicité chronique aquatique, aucune information n’a
été trouvée dans I'ensemble des sources a consulter selon I'outil GreenScreen. Un « manque de
donnée » (DG) est attribué a ces effets.

Concernant la toxicité systémique (administration unique), la substance est classée « H335 — Peut
irriter les voies respiratoires » par la CNESST. Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui permet
d’attribuer un niveau de danger modéré (M) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité systémique (administration répétée), aucune classification n’a été trouvée
dans la liste des sources de I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources
de I'étape 2 pour évaluer cet effet. Les experts de I'’Anses se sont appuyés sur la valeur de la NOAEL
la plus basse pour attribuer un niveau de danger modéré (M) avec un niveau de confiance élevé a
cet effet puisque cette valeur est comprise entre 10 et 100 mg/kg/j.

Concernant la neurotoxicité, aucune information n’a été trouvée dans les sources listées par I'outil
GreenScreen. Cependant, les experts de 'Anses se sont appuyés sur les données décrites dans la
fiche toxicologique de I'INRS de la substance pour évaluer cet effet. Les experts de '’Anses se sont
appuyés sur le fait que « plusieurs cas de nystagmus et d’hyperlymphocytose ont été signalés chez
des ouvriéres exposées aux vapeurs de I'éthyléne-glycol » pour attribuer un niveau de danger
modéré (M) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la sensibilisation respiratoire, la substance peut causer une sensibilisation de la peau
selon la CNESST. |l s’agit d’'une source de I'étape 1. Ainsi, les experts de I'’Anses attribuent un
niveau de danger modéré (M) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant l'irritation cutanée et oculaire, I'exposition a cette substance, a ses vapeurs ou a ses
brouillards peut causer I'irritation des yeux et des voies respiratoires selon la CNESST. Il s’agit d’'une
source de I'étape 1. Ainsi, les experts de I'Anses attribuent un niveau de danger modéré (M) avec
un niveau de confiance élevé a ces deux effets.

Concernant la persistance, aucune information n’a été identifiée dans les listes des étapes 1 ; 2 et
3. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 4 pour évaluer cet effet. En se basant
sur la donnée de t1,2 (air) a 2 jours (valeur estimée) décrite dans HSDB, les experts de ’Anses ont
attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance faible a cet effet.

Concernant la réactivité, aucune information n’a été trouvée dans les sources listées par I'outil
GreenScreen. Cependant, les experts de I'Anses se sont appuyés sur les données décrites dans la
fiche toxicologique de I'INRS de la substance qui décrit le composé comme stable pour évaluer cet
effet. Ainsi, les experts de I'Anses attribuent un niveau de danger faible (L) avec un niveau de
confiance élevé a cet effet.

Concernant I'inflammabilité, aucune information n’a été trouvée dans les sources listées par I'outil
GreenScreen. Cependant, les experts de 'Anses se sont appuyés sur les données décrites dans la
fiche toxicologique de I'INRS de la substance qui décrit le composé comme peu inflammable pour
évaluer cet effet. Ainsi, les experts de I'Anses attribuent un niveau de danger faible (L) avec un
niveau de confiance élevé a cet effet.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.
Tableau 68 : Niveaux de danger attribués aux effets de I’éthyléne glycol selon I'outil GreenScreen

I . . Propriétés
Toxicité humaine . . I Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , ~ ~. physico-
(groupe 1) I'environnement I
chimiques
C|M| R |D| E |AT|ST| N [SnS|SnR |[IF'S|IFE| AA | CA P B Rx F
L L|LIM MM M M DG | M M L DG L L L L
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Concernant I'activité endocrinienne, la substance posséde un niveau de danger « modéré » (M). Par
conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale de 2 (substance chimique ftrés
dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Aucune des conditions décrites dans I'outil GreenScreen n’est remplie pour renforcer le
classement de la substance. Par conséquent, la substance reste classée 2.

Identification et catégorisation des dangers de I’éthanol (n° CAS 64-17-5)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils
QCAT et GreenScreen.

Tableau 69 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets de I’éthanol selon les
outils QCAT et GreenScreen

Toxicité Devenir dans
Toxicité humaine (groupe 1) humaine Ecotoxicité | |, ~ 7.
I’environnement
(groupe 2)
M R D E AT AA P B
Niveaux

QCAT L L L L M L L L L

G Niveaux L L L L M L L L L
reenScreen

L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon I'outil QCAT permet
d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer les niveaux de danger aux différents effets s’appuient sur des
sources de I'étape 1 ou 2. Ainsi, les experts ont décidé d’attribuer un niveau de confiance élevé a
'ensemble de ces niveaux de danger.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil GreenScreen pour I'éthanol (n° CAS 64-17-5).
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Tableau 70 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour I’éthanol

oxicité humaine (groupe
Tox(ls:-t(;eul;l):rq;une Toxicité h ine ( 2)
ST N
Effets C|M|RD|E AT Administration unique Administration Administration Administration SnS
répétée unique répétée
(GHS Japon :
(OCDE 2005) NITE-CHIRP)
Chez I'Homme, une (GHS Japon : H373 — Risque
Effet concentration de 5000 ppm (Chu et al. 2005) NITE-CHIRP) présumé d'effets (OCDE
Données | Effets évalués par | évalug | de€ vapeurestcitée comme | NOAEL (rat, voie | H335— Peut irriter graves pour les 2005)
disponibles QCAT par rgs“tﬁ’;tf rs;'snf;';‘gg?:'% 3 | inhalée, 28 jours) les voies Of%?gfsozi{f‘oig'te Sens’\i‘é’iﬁsant
QCAT coFr)wcentrations beaucou de 6130 ppm respiratoires (effets | . étégs ou d'une cutané
plus élevées induiraientp narcotiques) P exposition
larmoiement et toux prolongée (systeme
nerveux central)
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité ’De\{enlr dans Proprle_te§ physico-
I’environnement chimiques
Effets SnR IrS IrE AA CA P B Ex F
0CDE 2005) | (OCDE 2005) (OCDE 2005) (OCDE (Reglement
) ( ) Effet La NOEC la plus basse ) ) 2005) CLP)
Donnees Pas de Substance non Substance svalid rapportée concerne les | Effets évalués par
disponibles | données | jrri modérément slle : Aré - QCAT Substance | H225 - Liquide
irritante pourla | . itant | par QCAT invertébrés (9.6 mg/L ; table d ’
peau irrtante pour ies reproduction sur 10 sa ’e ans | et vapeurs tres
yeux jours) I'eau inflammables
page 107 / 163 Octobre 2019




Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

Concernant la sensibilisation respiratoire, aucune information n’a été trouvée dans I'ensemble des
sources a consulter selon I'outil GreenScreen. Un « manque de donnée » (DG) est attribué a cet
effet.

Concernant la toxicité systémique (administration unique et répétée), aucune classification n’a été
trouvée dans la liste des sources de I'étape 1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les
sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet. Une étude de toxicité a dose répétée par inhalation sur
28 jours conduite chez le rat Sprague-Dawley n’a pas mis en évidence d’effet significatif (Chu et al.
2005). Les animaux ont été exposés a des vapeurs d’éthanol de 0 ou 6 130 ppm (+/- 11 750 mg/m3),
6 heures/jour, 5 jours/semaine, pendant 4 semaines (15 animaux par groupe par sexe). Aprés
exposition, seuls de légers effets adaptatifs généralement revenus a la normale aprés 4 semaines
ont été observés. Aucun signe clinique de toxicité n’a été observé, ni changement tissulaire
macroscopique ou microscopique sur les différents organes examinés (incluant le cceur, le foie, la
rate, les reins, le cerveau, les testicules et le thymus). La NOAEL dans cet essai a été considérée
supérieure ou égale a 6 130 ppm (+/- 11 750 mg/m?3). Les experts de ’Anses se sont appuyés sur la
valeur de cette NOAEL pour attribuer un niveau de danger faible (L) avec un niveau de confiance
élevé a cet effet puisque cette valeur de 11 750 mg/m? (soit 11,75 mg/L) est supérieure a 1 mg/L.

Concernant la neurotoxicité (administration unique), aucune information n’a été trouvée dans les
sources de I'étape 1 et 2. Ainsi les experts de I'’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 3
pour évaluer cet effet. La substance est classée par le Japon « H335 — Peut irriter les voies
respiratoires (effets narcotiques) ». Cette classification entraine I'attribution d’'un niveau de danger
modéré (M) avec un niveau de confiance faible.

Concernant la neurotoxicité (administration répétée), aucune information n’a été trouvée dans les
sources de I'étape 1 et 2. Ainsi les experts de I'’Anses se sont appuyés sur les sources de 'étape 3
pour évaluer cet effet. La substance est classée par le Japon « H373 — Risque présumé d'effets
graves pour les organes a la suite d'expositions répétées ou d'une exposition prolongée (systéme
nerveux central). » Cette classification entraine I'attribution d’'un niveau de danger modéré (M) avec
un niveau de confiance faible a cet effet.

Concernant la sensibilisation cutanée, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources
de I'étape 1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. La substance est décrite comme n’étant pas un sensibilisant cutané dans le rapport de
I'OCDE. Par conséquent, les experts ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau
de confiance élevé a cet effet.

Concernant l'irritation cutanée, aucune classification n'a été trouvée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de I'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. La substance est décrite comme n’étant pas un irritant cutané dans le rapport de 'OCDE. Par
conséquent, les experts ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance
élevé a cet effet.

Concernant l'irritation oculaire, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de I'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. La substance est décrite comme modérément irritante pour les yeux dans le rapport de
'OCDE. Par conséquent, les experts ont attribué un niveau de danger « modéré » (M) avec un
niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité chronique aquatique, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des
sources de 'étape 1. Ainsi les experts de '’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. Les experts de '’Anses se sont appuyés sur la valeur de la NOEC la plus basse
rapportée chez invertébrés décrite dans le rapport de 'OCDE pour attribuer un niveau de danger «
modéré » (M) a cet effet avec un niveau de confiance élevé dans la mesure ou les valeurs sont
comprises entre 1 et 10 mg/L.

Concernant la réactivité, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources de I'étape 1.
Ainsi les experts de I'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet. La
substance est décrite comme stable dans I'eau dans le rapport de 'OCDE. Par conséquent, les
experts ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.
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Concernant 'inflammabilité, la substance est classée « H225 — Liquide et vapeurs trés inflammables
» par le reglement CLP. Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui permet d’attribuer un niveau de danger
fort (H) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.
Tableau 71 : Niveaux de danger attribués aux effets de I’éthanol selon I'outil GreenScreen

— . . Propriétés
Toxicité humaine . . I Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , ~ ~. physico-
(groupe 1) I'environnement T
chimiques
C|M| R |D| E |AT|ST| N [SnS|SnR |[IF'S|IFE| AA | CA P B Rx F
L  L|L|M|L|L | M L DG | L M L M L L L

Concernant l'inflammabilité, la substance posséde un niveau de danger « fort » (H). Par conséquent,
la substance se voit attribuer la classe initiale de 2 (substance chimique trés dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Aucune des conditions décrites dans l'outil GreenScreen n’est remplie pour renforcer le
classement de la substance. Par conséquent, la substance reste classée 2.

Evaluation du mélange Excell Plus®

Le mélange Excell Plus® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue
dans le mélange, c'est-a-dire la classe 2 « substance chimique trés dangereuse ».

Tableau 72 : Evaluation des produits Excell Plus® selon I'outil QCAT

Classes de danger selon (CEBEES 06 CEER
Alternatives potentielles | Compositions selon QCAT du
QCAT des composants .
mélange
Glyoxal 2
Le mélange Excell Plus® | Ethylene-glycol 2 2
Ethanol 2

5.3.1.5 Evaluation du mélange FineFix®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange FineFix® contient de I'éthanol (n® CAS 64-17-5), de I'eau distillée, du
propyléne-glycol (n° CAS 57-55-6), de [Ialcool polyvinylique (n° CAS 9002-89-5)et un
monosaccharide dont I'identité est inconnue.

D’aprés la fiche de données de sécurité (FDS) disponible sur le site internet de la société Milestone,
le mélange FineFix concentrate contient de I'alcool polyvinylique (n°® CAS 9002-89-5) ; du propyléne-
glycol (n°® CAS 57-55-6) et du sorbitol (n® CAS 50-70-4) et doit étre dilué dans de I'éthanol (n° CAS
64-17-5) (Milestone 2015a).

L’Anses a demandé a I'INRS d'’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition des mélanges. Les seules informations
supplémentaires obtenues par rapport a celles figurant dans la FDS sont les pourcentages exacts
de chacun des constituants du Finefix concentrate.

Chacune des substances a été analysée au travers de I'outil GreenScreen.
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Identification et catégorisation des dangers de I’éthanol (n° CAS 64-17-5)

L’éthanol a été déja précédemment évalué au travers de l'outil GreenScreen. La substance est
classée 2 « substance chimique trés dangereuse ».

Identification et catégorisation des dangers de I’alcool polyvinylique (n° CAS 9002-89-5)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils
QCAT et GreenScreen.

Tableau 73 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets de I’alcool polyvinylique
selon les outils QCAT et GreenScreen

Toxicite Devenir dans
Toxicité humaine (groupe 1) humaine | Ecotoxicité renvi
environnement
(groupe 2)
M R D E AT AA P B
Niveaux
QCAT DG L DG DG DG DG M
Niveaux A L A A A A M
GreenScreen réévaluer réévaluer | réévaluer | réévaluer réévaluer

L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon l'outil QCAT permet
d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer 'ensemble des niveaux de danger s’appuient sur des sources
de I'étape 1 ou 2. Ainsi, les experts ont décidé d’attribuer un niveau de confiance élevé a 'ensemble
de ces niveaux de danger.

En revanche, tous les autres effets pour lesquels I'utilisation de l'outii QCAT n’a pas permis
d’attribuer un niveau de danger ont été réévalués selon 'outil GreenScreen.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil GreenScreen pour I'alcool polyvinylique (n° CAS

9002-89-5).
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Tableau 74 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour I'alcool

polyvinylique
Toxicité humaine (groupe 1) Toxicité humaine (groupe 2)
ST N
Effets c M R D E AT Administration unique Administration SnR
et répétée unique et répétée
(EFSA
EFSA 2006
(EFSA 2006) 2006) ( )
Résultats négatifS in Pas d’effet (EFSA 2006) (EFSA 2006) Aucun effet
Effet : ) Effet X - : observé dans les
. . . | vitro (testd’Ames et | . p observé DLso (rat, voie | Etude de 90 jours par ) '
Données | évalué . évalué Pas de . études de 90 jours | Pasde
. ) test de mutation chez les . orale) voie orale chez le rat e | .
disponibles par L tin vi par X données (activité motrice, données
QAT gem(gl:%?)see 'dnev'vo QCAT | Petits dans de 1,54 22 NOAEL (rat) = 5000 batterie
y une étude /k mg/kg/j (aucun effet , :
micronoyaux) 4o 2 g/kg 9/kg/j ( ) d'observations
o fonctionnelles...)
geénérations
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité ’De\{emr dans Proprle_te§ physico-
I’environnement chimiques
Effets SnS IrS IrE AA CA P B Ex F
(EFSA 2006)
Pas de préoccupation dans les
études cliniques contrdlées (HSDB) HSDB
, ontrolee . (EFSA2006) | _ (HSDB)
Données | 1 ShezHomme quiont &€ i o4 i 4 109 de (EnviChem) Pasde [NET TR Point éclair =
2ONNees | limitées a la toxicite potentielle | | "\ on Clso (Orvzias lati as de €els evalues par | Substance 79°C
disponibles | par voie cutanée (irritation et | . s0 (Oryzias latipes, | gonnges QCAT stable en N
M irritante pour les 48h) > 1000 mg/L : on
sensibilisation) de la solution inflammable
LA yeux
substance associés a son
utilisation dans une variété de
produits cosmétiques.
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Concernant la perturbation endocrinienne, la sensibilisation respiratoire et la toxicité chronique
aquatique, aucune information n’a été trouvée dans I'ensemble des sources a consulter selon I'outil
GreenScreen. Un « manque de donnée » (DG) est attribué a ces effets.

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, aucune classification n’a été identifiée dans la liste
des sources de I'étape 1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2
pour évaluer cet effet. En se basant sur les résultats négatifs des essais in vitro et in vivo décrits
dans le document de 'EFSA, les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L)
avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité sur le développement, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des
sources de I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur I'absence d’effet observé chez les petits dans une étude de 2
générations décrits dans le document de 'EFSA, les experts de I'Anses ont attribué un niveau de
danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité aigué, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. En se basant sur les valeurs de DLsg décrites dans le document de I'EFSA, les experts de
I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet
puisque ces valeurs sont supérieures a 2000 mg/kg.

Concernant la toxicité systémique (administration unique et répétée), aucune classification n’a été
identifiée dans la liste des sources de I'étape 1. Ainsi les experts de I’Anses se sont appuyés sur les
sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En se basant sur la valeur de la NOAEL décrite dans le
document de 'EFSA, les experts de ’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un
niveau de confiance élevé a cet effet puisque cette valeur est supérieure a 100 mg/kg/j.

Concernant la neurotoxicité, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de I'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. En se basant sur I'absence d’effet observé (sur l'activité motrice, aprés une batterie
d’observations fonctionnelles...) dans une étude de 90 jours chez le rat décrite dans le document
de 'EFSA, les experts de 'Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de
confiance élevé a cet effet.

Concernant l'irritation cutanée et la sensibilisation cutanée, aucune classification n’a été identifiée
dans la liste des sources de I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources
de I'étape 2 pour évaluer cet effet. En se basant sur I'absence de toxicité par voie cutanée (irritation
et sensibilisation) chez 'Homme lors de l'utilisation de la substance dans une variété de produits
cosmétiques, les experts de 'Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau
de confiance élevé a cet effet.

Concernant lirritation oculaire, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. La substance est décrite comme non irritante dans HSDB lorsqu’elle est utilisée a des
concentrations inférieures @ 10% dans un mélange. Ainsi, les experts de I'’Anses ont attribué un
niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune information n’a été trouvée dans les sources listées
par I'outil GreenScreen. Cependant les experts de I'Anses se sont appuyés sur les données de CLsg
recueillies dans EnviChem pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de
confiance élevée a cet effet puisque la valeur est supérieure a 100 mg/L.

Concernant la réactivité, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de I'étape
1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet.
La substance est décrite comme stable en solution dans le document de 'EFSA. Ainsi, les experts
de I'’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet
effet.

Concernant I'inflammabilité, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de '’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
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effet. En se basant sur le point éclair décrit dans HSDB, les experts ont conclu que la substance est
non inflammable et ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé

a cet effet.
Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.

Tableau 75 : Niveaux de danger attribués aux effets de I’alcool polyvinylique selon I'outil

GreenScreen
L . . Propriétés
Toxicite humaine Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité ’De\_/emr dans physico-
(groupe 1) I'environnement A
chimiques
CIM| R | D| E |AT|ST| N |SnS|SnR |IrS|IFE| AA | CA P B Rx F
L | L DG| L [ L L L DG | L | L L DG M L L

Concernant la persistance, la substance posséde un niveau de danger « modéré ». Par conséquent
la substance se voit attribuer la classe initiale de 3 (substance chimique dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Des donnés sont manquantes pour un effet relatif a I'écotoxicité. Par conséquent, la
classification de la substance devient 2pg (substance chimique trés dangereuse par manque de

données).

Identification et catégorisation des dangers du propyléne glycol (n° CAS 57-55-6)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils

QCAT et GreenScreen.

Tableau 76 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets du propyléne glycol selon

les outils QCAT et GreenScreen

Toxicité Devenir dans

Toxicité humaine (groupe 1) humaine Ecotoxicite | ,, ~~.
I’environnement
(groupe 2)
C R D E AT AA P B
Niveaux
QCAT L L L L DG L L L
Niveaux L L L L - A L L L
GreenScreen réévaluer

L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon l'outil QCAT permet

d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer les niveaux de danger aux différents effets de toxicité humaine
(groupes 1 et 2) et a I'écotoxicité, s’appuient sur des sources de I'étape 1 ou 2. Ainsi, les experts ont

décidé d’attribuer un niveau de confiance élevé a I'ensemble de ces niveaux de danger. E
revanche, les données relatives au devenir de la substance dans I'environnement sont des donnée
estimées provenant d’'une source de I'étape 4. Un niveau de confiance faible lui a été attribué.

L’activité endocrinienne pour laquelle 'utilisation de I'outil QCAT n’a pas permis d’attribuer un nivea
de danger a été réévaluée selon 'outil GreenScreen.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau d

n
S

u

e

danger a chacun des effets étudiés selon I'outil GreenScreen pour le propylene glycol (n® CAS 57-

55-6).
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Tableau 77 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour le propyléne

glycol
Toxicité humaine (groupe 1) Toxicité humaine (groupe 2)
ST N
Effets C|MR| D AT Administrations unique et Administrations unique et SnS
répétée répétée
I o OCDE 2001)
Publications scientifiques (
- Effets { q‘ ) A - (OCDE 2001) Narcose et dépression du (OCDE 2001)
Données rvalig Effet propre du propyléne | Effet évalué : . e
i ; évalués - NOEL entre 2000 et 13200 systéme nerveux central aprés | Non sensibilisant
disponibles glycol suggéré dans des par QCAT ; ' o e \
par QCAT f Mg L mg/kg/j chez le rat et le chien une exposition aigué a fortes cutané
études in vitro et in vivo doses chez I'animal
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité I’tle)ne\;?::rllrn:::‘esnt Propriétés physico-chimiques
Effets SnR IrS IrE AA CA P B Ex F

(OCDE (OCDE 2001) Etfot (OCDE 2001) OCDE 2001

Données Pas de 2001) (Etude OCDE 405) . le \ NOEC Effets évalués par | (IUCLID-Echa) P ( t clair = 75;"0
disponibles | données Non irritant - evaue invertébrés) = QCAT N losif ointecair =
on Irritan Non irritant pour les par QCAT (|nve (S res) = on explosi Non inflammable
pour la peau yeux 13020 mg/L
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Concernant la sensibilisation respiratoire, aucune information n’a été trouvée dans I'ensemble des
sources a consulter selon I'outil GreenScreen. Un « manque de donnée » (DG) est attribué a cet
effet.

Concernant 'activité endocrinienne, aucune information n’a été trouvée dans les sources de I'outil
GreenScreen. Les experts de I'Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet dans
d’autres sources d’informations. De nombreuses études issues de recherche sur 'optimisation de la
reproduction et de la production chez le bétail suggérent un effet propre du propyléne glycol in vitro
et in vivo. Cet effet passerait par une modification du taux d’insuline et du métabolisme (Ponsart et
al. 2014, Miyoshi, Pate, et Palmquist 2001, Formigoni et al. 1996, Gamarra et al. 2014). Le propyléne
glycol est également capable d’améliorer la réponse a la FSH (Lopez-Sebastian et al. 1993),
d’augmenter le taux d’cestrogéne (Saleh, Pirestani, et Shahraki 2016) et de progestérone (Gamarra
et al. 2014). Dans ces études, la dose de propyléne glycol administrée par voie orale ou injection
est difficilement estimable et aucun mode d’action n’est décrit. Chez 'Homme, malgré ['utilisation
importante du polyéthyléne glycol comme solvant ou excipient en pharmacologie, de tels effets n’ont
pas été décrits. L’effet le plus souvent décrit est une augmentation du lactate. Chez les rongeurs, le
propyléne glycol ne modifie pas le cycle cestral. L'US EPA I'a inclus dans son programme Endocrine
Disruptor Screening Program (ESDP). Pour I'heure, selon I"Endocrine Receptor (ER) Model", le
propyléne glycol ne présenterait pas d’activité agoniste ou antagoniste des récepteurs aux
estrogénes. Les études sur I'activité androgénique et sur la thyroide n’ont pas été conduites par 'US
EPA. En dehors des études sur I'optimisation de la production agricole, dans la littérature, aucune
étude ne vient appuyer un effet endocrinien du propyléne glycol. Compte tenu des informations
disponibles parcellaires, du caractére peu volatil du polyéthyléne glycol, les experts de ’Anses ont
attribué un niveau de danger « modéré » (M) avec un niveau de confiance faible, compte tenu de
l'incertitude sur un possible effet endocrinien.

Concernant la toxicité systémique (administration unique et répétée), aucune classification n’a été
trouvée dans la liste des sources de I'étape 1. Ainsi les experts de '’Anses se sont appuyés sur les
sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet. Les études animales décrites dans le rapport de 'OCDE
démontrent que la substance est bien tolérée par les rats et les chiens aprés une ingestion répétée,
avec une NOAEL comprise en 2000 et 13200 mg/kg/jour. Les chats tolérent relativement bien
l'ingestion quotidienne de propyléne glycol (plusieurs grammes) sans changement
histopathologique indésirable, cependant des effets hématologiques spécifiques a I'espéce sont
apparus a de faibles doses (NOAEL 80mg/kg/jour). Comme ces effets sont spécifiques de I'espéce,
les experts de I'Anses n'ont pas retenu cette NOAEL dans leur évaluation et ont attribué un niveau
de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet puisque les NOAEL sont
supérieures a 100 mg/kg/jour.

Concernant la neurotoxicité, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources de I'étape
1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet.
Des narcoses et des dépressions du systéme nerveux central aprés une exposition aigué a fortes
doses chez 'animal sont décrites dans le document de 'OCDE. Les experts de I'Anses ont attribué
un niveau de danger « modeéré » (M) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la sensibilisation cutanée, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources
de I'étape 1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. La substance est décrite comme n’étant pas un sensibilisant cutané dans le document de
I'OCDE. Par conséquent, les experts de I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec
un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant l'irritation cutanée, aucune classification n'a été trouvée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de I'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. La substance est décrite comme n’étant pas un irritant cutané dans le document de 'OCDE.
Par conséquent, les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau
de confiance élevé a cet effet.

Concernant l'irritation oculaire, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. La substance est décrite comme n’étant pas un irritant oculaire dans le document de 'OCDE.
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Par conséquent, les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau
de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité chronique aquatique, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des
sources de I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. Les experts de ’Anses se sont appuyés sur la valeur de la NOEC rapportée pour
les invertébrés pour attribuer un niveau de danger « faible » (L) a cet effet dans la mesure ou la
valeur est supérieure a 10 mg/L. Cependant, dans le rapport de 'OCDE il n’y a pas d’information
sur la gamme de concentrations testées et au vu de la valeur élevée de la NOEC, les experts de
'Anses émettent I'hypothése que cette valeur a été extrapolée. Ainsi, les experts de I'Anses
attribuent un niveau de confiance faible a ce niveau de danger.

Concernant la réactivité, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources de I'étape 1.
Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet. La
substance est décrite comme non explosive dans le dossier d’enregistrement de la substance
disponible sur le site de 'TECHA. Par conséquent, les experts ont attribué un niveau de danger
« faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant I'inflammabilité, aucune classification n’a été trouvée dans la liste des sources de I'étape
1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet.
Sur la base du point éclair décrit dans le rapport de 'OCDE de la substance, la substance est non
inflammable. Par conséquent, les experts ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un
niveau de confiance élevé a cet effet.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.
Tableau 78 : Niveaux de danger attribués aux effets du propyléne glycol selon I'outil GreenScreen

L . . Propriétés
Toxicité humaine o . . Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | ,, = . physico-
(groupe 1) I'environnement 7
chimiques
C|M| R |D| E |AT|ST| N [{SnS|SnR |[IrFS|IrE| AA | CA P B Rx F
L L{M|L|L||M L DG [ L | L L L L L L

Concernant l'activité endocrinienne, la substance posséde un niveau de danger « modéré ». Par
conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale de 2 (substance chimique trés
dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Aucune des conditions décrites dans l'outil GreenScreen n’est remplie pour renforcer le
classement de la substance. Par conséquent, la substance reste classée 2.

Identification et catégorisation des dangers du sorbitol (n° CAS 50-70-4)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils
QCAT et GreenScreen.

Tableau 79 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets du sorbitol selon les
outils QCAT et GreenScreen

o, . Toxicité humaine s Devenir dans
Toxicité humaine (groupe 1) Ecotoxicité S
(groupe 2) I'environnement
C M R D E AT AA P B
Niveaux
QCAT DG DG L DG DG L DG L
G Niveaux A réévaluer L A réévaluer L A réévaluer L
reenScreen
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L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon I'outil QCAT permet
d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer les niveaux de danger a la toxicité sur la reproduction et a la
toxicité humaine aigué s’appuient sur des sources de I'étape 2. Ainsi, les experts ont décidé
d’attribuer un niveau de confiance élevé a 'ensemble de ces niveaux de danger. En revanche, les
données relatives au devenir de la substance dans I'environnement sont des données estimées
provenant d’'une source de I'étape 4. Un niveau de confiance faible leur a été attribué.

Les autres effets pour lesquels I'utilisation de I'outil QCAT n’a pas permis d’attribuer un niveau de
danger ont été réévalués selon I'outil GreenScreen.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil GreenScreen pour le sorbitol (n® CAS 50-70-4).
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Tableau 80 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour le sorbitol

Toxicité humaine (groupe 1) Toxicité humaine (groupe 2)
ST N
Effets c M R D E AT Administration Administration SnS
unique et répétée | unique et répétée
(HSDB)
Luetal Ishidate et al Pas deffet sur VWR 2017
, (Luetal. | (Ishidate etal. | .~ | jacroissance o (Molino et al. 1998) ( )
Données 2014) 1984) svalué des petits Pas de | Effet évalué , _ . Non
disponibles Non Non dans une données | par QCAT Pas d'effet toxique aprés un bolus sensibilisant
s . . par QCAT A intraveineux de 2g .
canceérigene genotoxique étude de 3 cutané
générations
chez le rat
L . C Devenir dans i . .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité Penvironnement Propriétés physico-chimiques
Effets SnR IrS IrE AA CA P B Ex F
(EchemPortal) (EchemPortal)
(VWR 2017) | (CNESST) | (CNESST) Donnée Donnée (HSDB)
, o . modélisée par modélisée par . ; Substance
Donnees Non Nonirritant | Nonirritant | Ecogar v0.99g Ecosar v0.99¢g SUSH NS ) chimiquement (HSDB)
disponibles | sensibilisant pour la pour les , _ QCAT irerte et stabl Non inflammable
respiratoire peau yeux CEso _(p0|ssons, CEso (daphnies, Inerte e S able
daphnies, algues) | algues) = 30039 dans l'air
= 2460 mg/L mg/L
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Concernant la perturbation endocrinienne, aucune information n’a été trouvée dans I'ensemble des
sources a consulter selon I'outil GreenScreen. Un « manque de donnée » (DG) est attribué a cet
effet.

Concernant la cancérogénicité, aucune information n'a été trouvée dans les sources de l'outil
GreenScreen. Les experts de I'Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet dans
d’autres sources d’informations. Le sorbitol induit I'apoptose dans des cellules humaines de cancer
colorectal via l'activation de MAPK et la substance a un intérét possible comme agent
chimiothérapeutique (Lu et al. 2014). Le sorbitol fait partie de complexes favorisant la biodisponibilité
d'agents chimiothérapeutiques. Les experts ont attribué un niveau « faible » avec un niveau de
confiance élevé a cet effet.

Concernant la mutagénicité et la génotoxicité, aucune information n’a été trouvée dans les sources
de l'outil GreenScreen. Les experts de I'’Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet
dans d’autres sources d’informations. Une grande étude japonaise de génotoxicité d'additifs
alimentaires conclut a un test d'Ames négatif et un test négatif d'aberration chromosomique (Ishidate
et al. 1984). Ainsi, les experts de '’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un
niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité sur le développement, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des
sources de 'étape 1. Ainsi les experts de '’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur I'absence d’effet sur la croissance des petits dans une étude de
3 générations chez le rat décrite dans HSDB, les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger
« faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant la toxicité systémique et la neurotoxicité, aucune information n’a été trouvée dans les
sources de l'outil GreenScreen. Les experts de I'’Anses ont souhaité chercher des informations sur
ces effets dans d’autres sources d’informations. En raison de son inocuité et de ses propriétés
pharmacocinétiques, le D-sorbitol est utilisé comme moyen non invasif pour évaluer le flux de
plasma hépatique, entre autres chez les patients cirrhotiques; un bolus de 2 g iv est réalisé, ce qui
constitue une dose importante et confirme I'absence ou la trés faible toxicité systémique (Molino et
al. 1998). Ainsi les experts de 'Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau
de confiance élevé a ces deux effets.

Concernant la sensibilisation respiratoire et cutanée, aucune information n’a été identifiée dans les
sources listées par I'outil GreenScreen. Cependant, les experts de 'Anses se sont appuyés sur les
données recueillies dans la Fiche de Données de Sécurité (FDS) de VWR de la substance pour
attribuer un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance faible a chacun de ces
effets puisqu’il est indiqué que la substance est non sensibilisante en cas de contact avec la peau
ou en cas d’inhalation.

Concernant I'irritation cutanée et oculaire, la substance est décrite comme non irritante pour la peau
et les yeux selon la CNESST. Il s’agit d’'une source de I'étape 1. Ainsi, les experts de 'Anses
attribuent un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a ces deux effets.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune information n’a été trouvée dans les sources de
I'étape 1, 2 ou 3. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 4 pour évaluer cet
effet. En se basant sur des données modélisées de CEsp, les experts ont attribué un niveau de
danger « faible » (L) avec un niveau de confiance faible a cet effet car la valeur est supérieure a 100
mg/L.

Concernant la toxicité aquatique chronique, aucune information n’a été trouvée dans les sources de
I'étape 1, 2 ou 3. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 4 pour évaluer cet
effet. En se basant sur des données modélisées de CEsg, les experts ont attribué un niveau de
danger « faible » (L) avec un niveau de confiance faible a cet effet car la valeur est supérieure a 100
mg/L.

Concernant la réactivité, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de I'étape
1. Ainsi les experts de I'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet.
La substance est décrite comme inerte et stable dans 'air dans HSDB. Ainsi, les experts de 'Anses
ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.
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Concernant I'inflammabilité, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. La substance est décrite comme non inflammable dans HSDB. Ainsi, les experts ont attribué
un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.
Tableau 81 : Niveaux de danger attribués aux effets du sorbitol selon I'outil GreenScreen

icité i ; Propriétés
Toxicité humaine . . I Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | ,, ~ ~. physico-
(groupe 1) I'environnement )
chimiques
CIM| R |D| E |AT|ST| N |[SnS|SnR |Irs|IFE| AA | CA P B Rx F
L L | L DG|L |L L L L L | L L L L L L

Tous les effets ont un niveau de danger « faible » (L) ou « trés faible » (vL). Par conséquent, la
substance se voit attribuer la classe initiale de 4 (substance chimique peu dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Des données sont manquantes pour I'activité endocrinienne ainsi le classement de la
substance devient 3pg (substance chimique dangereuse par manque de données).

Evaluation du mélange FineFix

Le tableau ci-dessous récapitule I'évaluation des dangers selon 'outil GreenScreen du mélange
FineFix.

Le mélange FineFix se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le
mélange, c'est-a-dire la classe 2 « substance chimique trés dangereuse ».

Tableau 82 : Evaluation des produits FineFix® selon I'outil GreenScreen

. Classes de danger selon | Classes de danger
Alternatives .
. Compositions GreenScreen des selon GreenScreen
potentielles !
composants du mélange
Alcool polyvinylique 2pG
Le mélange Propyléne-glycol 2 ,
FineFix® Sorbitol 3pG
Ethanol 2

5.3.1.6 Evaluation du mélange RCL2®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange RCL2® est un fixateur élaboré au laboratoire de pathologie de I'lnstitut
Claudius Regaud de Toulouse. Il est composé d’éthanol (n° CAS 64-17-5) (70%) et d’acide acétique
(n° CAS 64-19-7) (7%) et de tréhalose (n° CAS 99-20-7).

L’Anses a demandé a 'INRS d’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition de ce mélange. L'INRS a indiqué a I'Anses que ce
mélange a été commercialisé par la société Alphelys qui a fermé le 22/09/2015 (radiation du Registre
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du Commerce et des Sociétés (RCS) le 22/09/2015). Aucune autre information n’a pu étre transmise
a 'Anses.

Les experts de 'Anses ont alors identifié le fait qu’'un mélange similaire est toujours sur le marché
mais commercialisé par la société Alphapath.

Les experts de 'Anses ont souhaité évaluer les dangers du mélange en se basant sur la composition
décrite dans la littérature, c'est-a-dire le mélange qui a satisfait le module « capacités techniques ».

Identification et catégorisation des dangers de I’éthanol (n° CAS 64-17-5)

L’éthanol a été déja précédemment évalué au travers de l'outil GreenScreen. La substance est
classée 2 « substance chimique trés dangereuse ».

Identification et catégorisation des dangers de I’acide acétique (n° CAS 64-19-7)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils
QCAT et GreenScreen.

Tableau 83 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets de I’acide acétique selon
les outils QCAT et GreenScreen

Toxicite Devenir dans

Toxicité humaine (groupe 1) humaine Ecotoxicité renvi
environnement
(groupe 2)
C M R D E AT AA P B
Niveaux
QCAT L L DG L DG M M L
Niveaux L L o A L ‘. A A réévaluer A réévaluer L
GreenScreen réévaluer réévaluer

L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon I'outil QCAT permet
d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer les niveaux de danger aux effets de toxicité humaine (groupe 1)
et a la persistance s’appuient sur des sources de I'étape 1 ou 2. Ainsi, les experts ont décidé
d’attribuer un niveau de confiance élevé a 'ensemble de ces niveaux de danger. En revanche, les
données relatives a la bioaccumulation sont des données estimées provenant d’'une source de
I'étape 4. Un niveau de confiance faible lui a été attribué. La toxicité sur la reproduction et I'activité
endocrinienne, pour lesquelles I'utilisation de I'outil QCAT n’a pas permis d’attribuer un niveau de
danger ont été réévaluées selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer le niveau de danger a la toxicité humaine aigué (groupe 2) et la
toxicité aquatique aigué proviennent de sources de I'étape 3. Les experts ont souhaité réévaluer ces
effets au travers de 'outil GreenScreen pour pouvoir affiner leur évaluation en consultant d’autres
sources d’informations disponibles a I'étape 2 de I'outil GreenScreen.

Le tableau ci-dessous détaille la synthése des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon I'outil GreenScreen pour I'acide acétique (n° CAS 64-19-
7).
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Tableau 84 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour I’acide acétique

Toxicité humaine (groupe 1)

Toxicité humaine (groupe 2)

ST N
Effets c M R D E AT Administration unique et Administration unique SnS
répétée et répétée
(HSDB)
e e q (HSDB) NOAEL
. ets as de . : i (& >
Données | lugs par | données sur S Y Pasde CLso (rat, inhalation 210 mg/kglj (flude do 2 3 Pas de données Pas de
disponibles it par QCAT | données endant 4h) = 11 .4 mois) données
QCAT la fertilité P ) .
mg/L 3600mg/kg/j (étude de 4
semaines sur un sel de
sodium)
C s . C s Devenir dans oy . _
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité Penvironnement Propriétés physico-chimiques
Effets SnR IrS IrE AA CA P B Ex F
(Réglement CLP) .
(ACEC- Lorsque la concentration en (MSDB) (IUCLID-ECHA) (HSDB) (Reglement CLP)
Données | Asthmagens) | ,cide acétique est inférieure b CL?;) I Oncorhynchus | Effets évalués par | Stable éj_?_ns des H226 - Liquide et
disponibles | Substance A a 10% dans un mélange, ( |me|p agzsh mykiss (21 jours) QCAT con II |0n§ vapeurs
(Rrs) celui-ci n'est classé ni irritant pro_msczas, L ) NOEC > 10 mg/L normakes © inflammables
oculaire, ni irritant cutané - mg stockage
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Concernant la toxicité sur la reproduction, la perturbation endocrinienne, la neurotoxicité et la
sensibilisation cutanée, aucune information n’a été trouvée dans 'ensemble des sources a consulter
selon I'outil GreenScreen. Un « manque de donnée » (DG) est attribué a ces effets.

Concernant la toxicité aigué, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de
I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet
effet. En se basant sur la valeur de la CLso décrite dans HSDB, les experts de 'Anses ont attribué
un niveau de danger « modéré » (M) avec un niveau de confiance élevé a cet effet puisque la valeur
est comprise entre 10 et 20 mg/L.

Concernant la toxicité systémique, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources
de I'étape 1. Ainsi les experts de 'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer
cet effet. En se basant sur les NOAEL rapportées dans HSDB, les experts de I'Anses ont attribué
un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet puisque les valeurs
sont supérieures a 100 mg/kg/j.

Concernant la sensibilisation respiratoire, la substance est classée « A (Rrs) » selon TAOEC
(Association of Occupational and Environmental Clinics). Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui
permet d’attribuer un niveau de danger « modéré » (M) avec un niveau de confiance élevé a cet
effet.

Concernant l'irritation cutanée et oculaire, d’aprés le reglement CLP, lorsque la concentration en
acide acétique est inférieure a 10% dans un mélange, celui-ci n'est ni classé irritant oculaire, ni
irritant cutané®. Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui permet d’attribuer un niveau de danger
« faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a ces deux effets.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des
sources de I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur la valeur de la CLso décrite dans HSDB, les experts de I'Anses
ont attribué un niveau de danger « modéré » (M) avec un niveau de confiance élevé a cet effet
puisque la valeur est comprise entre 10 et 100 mg/L.

Concernant la toxicité aquatique chronique, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des
sources de I'étape 1. Ainsi les experts de ’Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour
évaluer cet effet. En se basant sur la valeur de la NOEC décrite dans le dossier d’enregistrement de
la substance avec une fiabilité de 4 (non évaluable) disponible sur le site de 'TECHA, les experts de
I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance faible a cet effet
puisque la valeur est supérieure 10 mg/L.

Concernant la réactivité, aucune classification n’a été identifiée dans la liste des sources de I'étape
1. Ainsi les experts de I'Anses se sont appuyés sur les sources de I'étape 2 pour évaluer cet effet.
La substance est décrite stable dans les conditions normales dans HSDB. Ainsi, les experts de
I’Anses ont attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Concernant I'inflammabilité, la substance est classée « H226 - Liquide et vapeurs inflammables »
d’aprés le réglement CLP. Il s’agit d’'une source de I'étape 1 qui permet d’attribuer un niveau de
danger « modéré » (M) avec un niveau de confiance élevé a cet effet.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.

6 Les experts de I’Anses ont tenu compte de la limite de concentration décrite dans la classification CLP de
I'acide acétique pour attribuer un niveau de danger a ces deux effets. Des concentrations supérieures a 10%
ou 25% auraient entrainé des niveaux de danger plus élevés.
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Tableau 85 : Niveaux de danger attribués aux effets de I'acide acétique selon I'outil GreenScreen

s ; ; Propriétés
Toxicité humaine o . o Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | , = ~. physico-
(groupe 1) I'environnement S
chimiques
CIM| R|D|E |AT|ST| N [SnS|SnR |Ir'S|IFE| AA | CA P B Rx F
L|L|DG|L|DG|M | L |DG| DG M L L M L L L M

Concernant linflammabilité, la substance posséde un niveau de danger « modéré ». Par
conséquent, la substance se voit attribuer la classe initiale de 3 (substance chimique dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Des données sont manquantes pour évaluer la toxicité sur la reproduction de la
substance, ainsi le classement de la substance devient 2pg (substance chimique trés dangereuse
par manque de données).

Identification et catégorisation des dangers du tréhalose (n° CAS 99-20-7)

Le tableau ci-dessous décrit la correspondance entre les niveaux de danger attribués par les outils
QCAT et GreenScreen.

Tableau 86 : Comparaison entre les niveaux de danger attribués aux effets du tréhalose selon les
outils QCAT et GreenScreen

Toxicite Devenir dans

Toxicité humaine (groupe 1) humaine Ecotoxicité I
I’environnement
(groupe 2)
C M R D E AT AA P B
Niveaux
QCAT DG | DG DG DG DG DG DG L
Niveaux A réévaluer A réévaluer A réévaluer L
GreenScreen

L’ensemble des données utilisées pour attribuer un niveau de danger selon I'outil QCAT permet
d’attribuer le méme niveau de danger selon I'outil GreenScreen.

Les données permettant d’attribuer les niveaux de danger relatifs au devenir de la substance dans
I'environnement sont des données estimées provenant d’une source de I'étape 4. Un niveau de
confiance faible leur a été attribué.

Tous les autres effets, pour lesquels I'utilisation de I'outil QCAT n’a pas permis d’attribuer un niveau
de danger ont été réévalués selon I'outil GreenScreen.

Le tableau ci-dessous détaille la synthese des informations permettant d’attribuer un niveau de
danger a chacun des effets étudiés selon 'outil GreenScreen pour le tréhalose (n® CAS 99-20-7).
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Tableau 87 : Synthése des données ayant servi a la détermination des niveaux de danger en appliquant I’outil GreenScreen pour le tréhalose

Toxicité humaine (groupe 1) Toxicité humaine (groupe 2)
ST N
Effets C M R D E AT Administration | Administration SnS
unique et unique et
répétée répétée
. (Richards et al.
(Richards et al. (R'Chzaorg;)et al. 2002)
2002) , Pas d'effet dans (Richards et al. 2002)
Non mutagéne Pas d’effet dans une étude de , (Richards et al. 2002)
Non une étude 2 toxicité prénatale/ (Richards Pas d'effet dans une étude de ) T
Données génotoxique générations chez tératogénése Pas de | €tal-2002) | 90 jours chez le rat méme a de Sar pour une utilisation
disponibles le rat données | DLso (rat) > fortes doses er(; tanthue Codmfioza”t
Résultats Les NOAEL NOAEL (rat) = 16g/kg NOAEL (rat femelle) = 9.3g/kg/j ans les pro ‘tJ.' s de
négatifs in vitro e ient 6.94 g/kglj ~ : consommation
2 " rapportees varien NOAEL (rat male) =7,3 g/kg/j
et in vivo méme entre 6.16 et
a fortes doses 14.09 é/kg/j NOAEL (lapin) =
’ 1.99 g/kg/j
Toxicité humaine s Devenir dans .y . i
Ecotoxicité , . Propriétés physico-chimiques
(groupe 2) I’environnement
Effets SnR IrS IrE AA CA P B Ex F
(EchemPortal) (EchemPortal) .
(INCI) Donnée modélisée par Ecosar | DONNée modélisée par (Richards et al. (Richards et al.
Données | . . . _ v0.99 P Ecosar v0.99g Effets évalués par 2002) 2002)
disponibles ingrédient ac’irlnls pour les 999 CE (da hnies QCAT Disaccharide trés Disaccharide
cosmetiques CEso (poissons, daphnies 50 (dap ’ non inflammable
~ ! ’ algues) = 3 390 000 stable
algues) = 708 000 000 mg/L mg/L

Information sur une source : La source d’information ayant permis d’attribuer I'essentiel des niveaux de danger des effets (Richards et al. 2002) est un article
scientifique qui effectue une revue relatant notamment les effets de 8 études standardisés sur I'animal.
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Concernant la cancérogénicité, la mutagénicité et la génotoxicité, aucune information n’a été trouvée
dans les sources de l'outil GreenScreen. Les experts de I'Anses ont souhaité chercher des
informations sur cet effet dans d’autres sources d’informations. Une publication sur les dangers de
la substance conclut que la substance n’est pas génotoxique. Par conséquent, les experts ont
attribué un niveau de danger « faible » (L) avec un niveau de confiance élevé a ces 2 effets.

Concernant la toxicité sur la reproduction, aucune information n’a été trouvée dans les sources de
I'outil GreenScreen. Les experts de '’Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet dans
d’autres sources d’informations. En se basant sur les valeurs de NOAEL décrites dans une
publication sur les dangers de la substance, les experts de ’Anses ont attribué un niveau de danger
faible « L » avec un niveau de confiance élevé a cet effet car les valeurs sont supérieures a 100
mg/kg/j.

Concernant la toxicité sur développement, aucune information n’a été trouvée dans les sources de
I'outil GreenScreen. Les experts de '’Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet dans
d’autres sources d’informations. En se basant sur les valeurs de NOAEL décrites dans une
publication sur les dangers de la substance, les experts de ’Anses ont attribué un niveau de danger
faible « L » avec un niveau de confiance élevé a cet effet car les valeurs sont supérieures a 100
mg/kg/j.

Concernant la toxicité aigué, aucune information n’a été trouvée dans les sources de l'outil
GreenScreen. Les experts de 'Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet dans
d’autres sources d’informations. En se basant sur la valeur de DLso décrite dans une publication sur
les dangers de la substance, les experts de I'’Anses ont attribué un niveau de danger faible « L »
avec un niveau de confiance élevé a cet effet car la valeur est supérieure a 2000 mg/kg.

Concernant la toxicité systémique et la neurotoxicité, aucune information n’a été trouvée dans les
sources de l'outil GreenScreen. Les experts de '’Anses ont souhaité chercher des informations sur
cet effet dans d’autres sources d’informations. En se basant sur les valeurs de NOAEL décrites dans
une publication sur les dangers de la substance, les experts de 'Anses ont attribué un niveau de
danger faible « L » avec un niveau de confiance élevé a ces effets car les valeurs sont supérieures
a 100 mg/kglj.

Concernant la sensibilisation cutanée et respiratoire, lirritation cutanée et oculaire, aucune
information n’a été trouvée dans les sources de I'outil GreenScreen. Les experts de I'Anses ont
souhaité chercher des informations sur cet effet dans d’autres sources d’informations. Le tréhalose
fait partie de la liste INCI (International Nomenclature of Cosmetic Ingredients), il peut étre incorporé
sans limite de concentration dans des produits cosmétiques. Les experts ont attribué un niveau de
danger faible « L » avec un niveau de confiance élevé a ces 4 effets.

Concernant la toxicité aquatique aigué, aucune information n’a été trouvée dans les sources de
I'étape 1, 2 ou 3. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 4 pour évaluer cet
effet. En se basant sur des données modélisées de CEso, les experts ont attribué un niveau de
danger « faible » (L) avec un niveau de confiance faible a cet effet car la valeur est supérieure a 100
mg/L.

Concernant la toxicité aquatique chronique, aucune information n’a été trouvée dans les sources de
I'étape 1, 2 ou 3. Ainsi, les experts se sont appuyés sur les sources de I'étape 4 pour évaluer cet
effet. En se basant sur des données modélisées de CEso, les experts ont attribué un niveau de
danger « faible » (L) avec un niveau de confiance faible a cet effet car la valeur est supérieure a 100
mg/L.

Concernant la réactivité, aucune information n’a été trouvée dans les sources de I'outil GreenScreen.
Les experts de I'’Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet dans d’autres sources
d’'informations. En se basant sur le fait que la substance est un disaccharide trés stable, les experts
de I'Anses ont attribué un niveau de danger faible « L » avec un niveau de confiance élevé a cet
effet.

Concernant linflammabilité, aucune information n’a été trouvée dans les sources de [l'outil
GreenScreen. Les experts de 'Anses ont souhaité chercher des informations sur cet effet dans
d’autres sources d’informations. En se basant sur le fait que la substance soit un disaccharide non
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inflammable, les experts de I’Anses ont attribué un niveau de danger faible « L » avec un niveau de
confiance élevé a cet effet.

Le tableau ci-dessous décrit I'attribution des niveaux de danger au regard des données identifiées.
Tableau 88 : Niveaux de danger attribués aux effets du tréhalose selon I'outil GreenScreen

—_ . . Propriétés
Toxicité humaine C . o Devenir dans .
Toxicité humaine (groupe 2) Ecotoxicité | ,, =~ physico-
(groupe 1) I'environnement e
chimiques
C|M| R |D| E |AT|ST|N|SnS|SnR |IrS|IrfE| AA | CA P B Rx F
L| L (L DG| L L L L L L L L L L L L

Tous les effets évalués ont un niveau de danger « faible » (L) ou « trés faible » (vL). Par conséquent,
la substance se voit attribuer la classe initiale de 4 (substance chimique peu dangereuse).

Pour pouvoir attribuer une classe finale a la substance, les données manquantes doivent étre
analysées. Des données sont manquantes pour évaluer I'activité endocrinienne de la substance,
ainsi le classement de la substance devient 3pc (substance chimique dangereuse par manque de
données).

Evaluation du mélange RCL2®

Le tableau ci-dessous récapitule I'évaluation des dangers selon l'outil GreenScreen du mélange
RCL2®.

Le mélange RCL2® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue dans le
mélange, c'est-a-dire la classe 2 « substance chimique trés dangereuse ».

Tableau 89 : Evaluation du produit RCL2® selon I'outil QCAT

Classes de danger selon (GRS 0O CEUR RS
Alternatives potentielles | Compositions selon QCAT du
QCAT des composants .
mélange
Ethanol 2
Le mélange RCL2® Acide acétique 2 2
Tréhalose 3bG

5.3.1.7 Evaluation du mélange Hydrosafe®

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange Hydrosafe® est un fixateur composé d’éthanol (n° CAS 64-17-5) et d’acide
acétique (n° CAS 64-19-7) : deux substances déja évaluées par I'outil QCAT précédemment.

Les experts de I'Anses ont identifié le fait qu'’il s’agissait d’'une solution commerciale de Labonord.
Cette société a été radiée du RCS le 27-11-2013 et est devenue la société VWR International. Le
support technique de VWR a indiqué que le produit n’est plus disponible aujourd’hui sur le marché.

L’Anses a demandé a I'INRS d’interroger les bases de données SEPIA et ORFILA afin d’obtenir des
informations complémentaires sur la composition de ce mélange. L'INRS ne disposait pas
d’'information supplémentaire sur le mélange.
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Les experts de I’Anses ont évalué les dangers du mélange en se basant sur les seules informations
disponibles, c'est-a-dire celles décrites dans la littérature scientifique.

Identification et catégorisation des dangers de I’éthanol (n° CAS 64-17-5)

L’éthanol a été déja précédemment évalué au travers de l'outil GreenScreen. La substance est
classée 2 « substance chimique trés dangereuse ».

Identification et catégorisation des dangers de I’acide acétique (n° CAS 64-19-7)

L’acide acétique a été déja précédemment évalué au travers de I'outil GreenScreen. La substance
est classée 2pg « substance chimique trés dangereuse par manque de données ».

Evaluation du mélange Hydrosafe®

Le tableau ci-dessous récapitule I'évaluation des dangers selon 'outil GreenScreen du mélange
Hydrosafe®.

Le mélange Hydrosafe® se voit attribuer la classe de la substance la plus pénalisante contenue
dans le mélange, c'est-a-dire la classe 2 « substance trés dangereuse ».

Tableau 90 : Evaluation du produit Hydrosafe® selon I'outil QCAT

Classes de danger
selon QCAT du
mélange

Classes de danger selon

Alternatives potentielles | Compositions QCAT des composants

Ethanol 2

Le mélange Hydrosafe® 2
Acide acétique 2bG

5.3.1.8 Conclusions du module danger GreenScreen

Le tableau ci-dessous synthétise I'ensemble des classifications GreenScreen des alternatives
identifiées.

Tableau 91 : Evaluation des mélanges selon I'outil GreenScreen

Alternatives potentielles Classes de danger selon GreenScreen
Le mélange Excell Plus® 2

Le mélange FineFix® 2

Le mélange RCL2® 2
Le mélange HydroSafe® 2
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5.3.2 Le module « Estimation des colits de substitution »

5.3.2.1 Les hypothéses retenues pour comparer les alternatives

Les experts de I'Anses ont d’abord défini les hypothéses a prendre en compte pour évaluer les 4
alternatives au travers du module « Estimation des colts de substitution ».

L’adaptation des protocoles d’analyses

Les protocoles d’analyses sont aujourd’hui essentiellement tous basés sur [utilisation du
formaldéhyde. Utiliser un fixateur alternatif va nécessiter de réajuster les protocoles de I'ensemble
des techniques analytiques. A titre d’exemple, la substitution du formaldéhyde par I'Excell Plus®
menée par I'lHP de Nantes a été rendue possible dans le laboratoire en modifiant les temps
d’incubation mais sans nécessité de rééquiper ou de former le personnel de l'institut (SMPF et IHP
2015).

Concernant les colts liés aux réajustements des protocoles, les experts de '’Anses considérent que
les laboratoires d’ACP possédent déja au sein de leur structure des techniciens dont le métier est
d’optimiser les protocoles d’analyses. Les experts de I'Anses considérent par conséquent que ce
colt est de second ordre et négligeable dans la mesure ou il correspond seulement a la perte
marginale de productivité par rapport aux taches que le technicien aurait pu faire pendant ce temps-
la.

De plus, les experts de I'Anses considérent que ce colt sera du méme ordre de grandeur quel que
soit le fixateur alternatif utilisé. Les alternatives étant comparées entre elles, ce colit commun ne
saurait étre finalement un codt influencant I'attribution des classes finales au travers du module
« Estimation des co0ts ».

Pour ces raisons, ce colt n’a pas été pris en compte dans I'évaluation des 4 alternatives.

La vérification de I’'efficacité des fixateurs alternatifs

Les premiers diagnostics avec le nouveau fixateur devront étre réalisés en paralléle sur des
échantillons fixés au formaldéhyde afin de vérifier son efficacité. Les laboratoires possédent déja du
matériel biologique pour la recherche. Ce matériel peut aider a mettre en place, un protocole de
double fixation avec un fixateur autre que le formaldéhyde (CCAP 2016).

Les experts de I'Anses considérent que le dédoublement des fixations est une étape transitoire qui
prendra fin lorsque la substitution sera reconnue par 'ensemble du milieu de la profession. Ce co(t
est donc crucial au début de la mise en place de la substitution mais finalement négligeable sur le
long terme.

De plus, les experts de I'Anses considérent que ce colt sera du méme ordre de grandeur quel que
soit le fixateur alternatif utilisé. Les alternatives étant comparées entre elles, ce colt commun ne
saurait étre finalement un codt influengant I'attribution des classes finales au travers du module
« Estimation des co(ts ».

Pour ces raisons, ce colt n’a pas été pris en compte dans I'’évaluation des 4 alternatives.

Le prix des fixateurs alternatifs

Les experts de '’Anses ont retenu comme critére pour estimer les co(ts liés a la substitution : le prix
de l'alternative ainsi que les quantités utilisées lors de I'étape de fixation. En effet, pour étre le plus
précis possible dans I'estimation des colts liés a la substitution, les experts de I'Anses ont souhaité
rapporter le prix de I'alternative a la quantité utilisée pour fixer un méme échantillon.
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5.3.2.2 Les données collectées pour comparer les alternatives

Le formaldéhyde prét a 'emploi a 4%

Un fournisseur de formaldéhyde a 4% destiné aux laboratoires d’anatomie et cytologie
pathologiques a indiqué que 10L d’une solution préte a I'emploi colte 13€ HT soit 1,3€ HT/L (MM
France 2018).

L’Excell Plus®

Le protocole d’utilisation du mélange Excell Plus® transmis par le fournisseur de la substance
indique que le mélange doit étre utilisé de la méme fagcon qu’une solution de formaldéhyde a 4%
(American MasterTech 2016). Les experts de ’Anses ont donc pris I’hypothése que pour fixer un
méme échantillon, la quantité du mélange Excell Plus® a utiliser est la méme que celle d’une solution
de formaldéhyde a 4%.

Par ailleurs, 'Excell Plus® n’est plus commercialisé par la société MM France depuis le début de
'année 2018 et coltait a ce moment-la 55 € HT/gal (soit 3.8L) (MM France 2018).

Les experts de ’Anses ont souhaité tout de méme utiliser le prix d’achat de ce mélange a la date de
retrait de mise sur le marché pour évaluer le mélange a travers le module.

Les experts de ’Anses ont déduit qu’un litre de solution colte 14,5 € HT.

Le FineFix®

Les protocoles de fixation avec les FineFix® décrits dans la littérature ne mettent pas en évidence
de différence avec ceux utilisant le formaldéhyde (Lassalle et al. 2009, Moelans et al. 2011). Les
experts de I'’Anses ont donc pris I'hypothése que pour fixer un méme échantillon, la quantité du
mélange FineFix ® a utiliser est la méme que celle d’'une solution de formaldéhyde a 4%.

De plus, le protocole d'utilisation du FineFix® transmis par MM France souligne que les temps de
fixation sont similaires a ceux du formaldéhyde (Milestone 2015b).

Le FineFix® est toujours vendu sous forme concentrée. Le laboratoire doit reconstituer la solution
de fixation par dilution avec de I'’éthanol. Avec 5 Litres de FineFix®, il faut ajouter 12,9 L d’éthanol
pour préparer une solution finale de FineFix® alcoolique d’'un volume total de 17,9 L. Le prixde 5L
de solution concentrée est de 38€ HT et le prix de 10 L d’éthanol est de 30 € HT (MM France 2018).

Les experts de ’Anses ont déduit que les 17,9 L de la solution coltent 76,7€ HT soit 4,3€ HT/L.

Le fixateur RCL2®

Les notices d'utilisation du formaldéhyde a 4% et du RCL2® préts a I'emploi sont accessibles sur le
site internet du fournisseur Alphapath. La comparaison des notices d'utilisation des deux mélanges
ne fait pas ressortir de différence dans leurs utilisations. Pour chacun d’entre eux, les modes
opératoires sont identiques. Il est ainsi indiqué que le liquide doit étre versé jusqu’a immersion totale
de la piéce et que pour obtenir le meilleur résultat, le prélevement doit étre immergé dans un volume
équivalent a 5 fois la taille du prélévement.

Le fournisseur a indiqué également qu’un litre d’'une solution de RCL2® colte 16€ HT (Alphapath
2018).

L’Hydrosafe®

Aucune information sur les volumes utilisés pour fixer une piéce n’a été identifiée dans la littérature
scientifique. Les seules informations sur cette alternative proviennent de ['audition des
professionnels qui ont décrit 'Hydrosafe® exactement de la méme maniére que le RCL2® en raison
de leur composition chimique similaire (MM France 2016).
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L’Hydrosafe® n’est plus aujourd’hui commercialisé par la société VWR International et aucune
information sur le colt de cette alternative n’a été identifiée.

Le tableau ci-dessous récapitule 'ensemble des informations collectées par I'Anses sur les prix des
fixateurs.

Tableau 92 : Comparaisons des prix des différents fixateurs

Mélange Prix (€ HT/L) Fournisseur
Formaldéhyde a 4% 1,3 MM France
Excell Plus® 14,5 MM France
FineFix® 4,3 MM France
RCL2® 16 Alphapath
Hydrosafe® Sans objet VWR International

5.3.2.3 L’attribution des classes finales du module

Conformément a la méthodologie mise au point (Anses 2018), les alternatives sont réparties en 4
classes en fonction de leurs quartiles dans la distribution des colts de substitution.

De toutes les alternatives retenues, I'Excell Plus® et le RCL2® présentent les colts les plus élevés.
Ainsi, le co(t de substitution de ces 2 alternatives se situe entre 75% et 100% (dernier quartile) du
colt maximal observé. La classe 1 « colts relatifs les plus élevés » leur est donc attribuée.

Le colt de substitution du FineFix® se situe entre 0% et 25% (premier quartile) du colt maximal
observé. La classe 4 « co(ts relatifs les moins élevés » lui est donc attribuée.

En I'absence de données, les experts ont décidé d’attribuer la classe « non spécifiée en raison du
manque de données » a I’ Hydrosafe®.

Tableau 93 : Comparaison des alternatives selon le module « Estimation des colts de substitution »

Formaldéhyde Alternatives

ad% Excell Plus® | FineFix® RCL2® | Hydrosafe®

Classes finales
« Estimation des
colts de
substitution »

Non spécifié
par manque
de données

5.3.3 Le module « Conditions d’exposition »

Les criteres suivants définis dans la méthode a appliquer doivent étre complétés pour chacune des
alternatives.

Tableau 94 : Critéres d'évaluation du module « Conditions d’'exposition »

Critéres

Pression de | 0—5Pa 5- 1000 Pa 1000-5000 Pa > 5000 Pa

vapeur Trés peu volatil Modérément volatil Volatil Trés volatil

Inflammabilité ° o o

(Point éclair Pe > 6% 23°C = Pe = 60°C Pe <23°C Pe < 23°C
: Liquide et vapeurs | Liquide et vapeurs o °

note Pe et non inflammables | inflammables Teb > 35°C Teb <35°C

tempeérature
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d'ébullition Liquide et Liquide et vapeurs
notée Teb) vapeurs trés extrémement
inflammables inflammables

Procédé Clos C,IOS.‘ mais —ouvert OQuvert Dispersif
régulierement

F,r equence Occasionnelle Intermittente Fréquente Permanente
d’utilisation
Quantité utilisée | Trés faible Faible Intermédiaire Elevée

Conformément a la méthode, les critéres « fréquences d’utilisation » et « quantités utilisées » sont
d’abord a définir.
Les experts ont retenu la classification suivante :

Tableau 95 : Définitions des classes du critére "Fréquence d'utilisation”

Utilisation Utilisation Utilisation Utilisation
annuelle mensuelle hebdomadaire quotidienne
Fréquence d’utilisation
Occasionnelle Intermittente Fréquente Permanente

Tableau 96 : Définitions des classes du critére "Quantités utilisées"

|nfen1e0ques 3 | Entre 10 et 100L | Entre 100 et 1000L S“"?ggglr_es a
Quantités
annuelles utilisées ) o
Trés faible Faible Intermédiaire Elevée

5.3.3.1 Evaluation de la solution de formaldéhyde
Les critéres définis dans la méthode sont complétés pour le formaldéhyde.

Une enquéte déclarative conduite en mars 2016 auprés des 79 sites des membres inscrits au « Club
des cadres des services d’ACP » montrent que sur 52 répondants (soit 66%), tous déclarent utiliser
du formaldéhyde. Sur les 52 répondants, 49 sites (soit 94%) utilisent du formaldéhyde a 4% et 3
sites (soit 6%) I'achétent encore a 37% pour réaliser eux-mémes leurs dilutions a 4%. De plus, les
résultats montrent également que 45 sites (soit 86%) utilisent plus de 100 L de formaldéhyde a 4%
par mois (CCAP 2016).

Lorsque les prélevements arrivent au laboratoire, plusieurs postes exposants au formaldéhyde ont
été identifiés : la préparation de la solution de formaldéhyde a 4% si le laboratoire n’utilise pas de
formaldéhyde prét a I'emploi ; la fixation si le prélévement arrive frais et doit étre fixé au laboratoire ;
la réception des prélévements si les emballages sont souillés ou encore la macroscopie qui implique
la manipulation de la piéce a analyser. Par conséquent, le procédé « Clos mais ouvert
régulierement » a été retenu dans la mesure ou tout au long du cheminement de la piece a analyser,
des expositions au formaldéhyde peuvent se produire.

La fréquence d’utilisation « Permanente » a été retenue car des prélevements sont analysés tous
les jours dans les laboratoires.

La quantité annuelle « Elevée » a été retenue sur la base des quantités de formaldéhyde utilisées
dans les laboratoires.
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Tableau 97 : Evaluation des "conditions d'exposition" pour le formaldéhyde

Critéres d'évaluation des « conditions

d'exposition » Formaldehyde
_ 440 000
Pression de vapeur (Pa) N .
Trés volatil
Pe = 83°C
Inflammabilité (°C) Liquide et vapeurs

non inflammables

Clos mais ouvert

Procédé utilisé S
réguliérement

Fréquence d'utilisation Permanente

Quantité utilisée Elevée

Classes des « conditions d’exposition » _

Au regard des quantités annuelles de formaldéhyde qui sont utilisées de fagon quotidienne et du
procédé utilisé, a savoir « clos mais ouvert régulierement », les experts ont attribué une classe 1
« Conditions d'exposition fortes » pour le formaldéhyde.

5.3.3.2 Evaluation de I'Excell Plus®
Les critéres définis dans la méthode sont complétés pour I'Excell Plus®.

Le procédé, les fréquences d'utilisation ainsi que les quantités de fixateur étant inchangées, les
critéres « Procédé utilisé », « Fréquence d’utilisation » et « Quantité utilisée » sont les mémes que
ceux du fixateur a base de formaldéhyde.

Tableau 98 : Evaluation des "conditions d'exposition” pour ’Excell Plus®

Critéres d'évaluation des Glyoxal Ethylene Glycol Ethanol
« conditions d'exposition » | (n° CAS 107-22-2) | (n° CAS 107-21-1) | (n° CAS 64-17-5)

33997 Pa a 25°C 7 Paa20°C 7905 Pa a 25°C

Pression de vapeur (Pa) (PubChem) (PubChem) (PubChem)
Trés volatil Modérément volatil Treés volatil

Pe > 100°C Pe =13°C

(F‘f oChem) Pe =111°C Teb = 79°C

ubChem

Inflammabilité (°C) Liquide et (PubChem) (PubChem)
Liquide et vapeurs Liquides et

vapeurs non

. non inflammables &
inflammables vapeurs tres

inflammables

Procédé utilisé Clos mais ouvert réguliérement
Fréquence d’utilisation Permanente
Quantité utilisée Elevée

Classes des « conditions

d’exposition » Classe 3

page 133 /163 Octobre 2019



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

D’aprés la fiche de données de sécurité (FDS) disponible sur le site internet de la société American
MasterTech, le mélange Excell Plus® contient du glyoxal (n° CAS 107-22-2) (< 25%), de I'éthyléne-
glycol (n°® CAS 107-21-1) (< 10%) et de I'’éthanol (n° CAS 64-17-5) (< 10%) (American MasterTech
2017).

Bien que le glyoxal soit « trés volatil », il est beaucoup moins volatil que le formaldéhyde. Les experts
se sont basés sur la présence dans le mélange d’éthanol (< 10 %) qui est une substance trés
inflammable pour attribuer une classe 3 « Conditions d'exposition faibles » au mélange Excell Plus®.

5.3.3.3 Evaluation du FineFix®
Les critéres définis dans la méthode sont complétés pour le FineFix®.

Le procéde, les fréquences d'utilisation ainsi que les quantités de fixateur étant inchangées, les
critéres « Procédeé utilisé », « Fréquence d’utilisation » et « Quantité utilisée » sont les mémes que
ceux du fixateur a base de formaldéhyde.

Tableau 99 : Evaluation des "conditions d'exposition” pour le FineFix®

Criteres d'évaluation | Ajcool polyvinylique | Propyléne glycol Sorbitol Ethanol
des « conditions . . . .
d'exposition » (n° CAS 9002-89-5) | (n° CAS 57-55-6) | (n° CAS 50-70-4) | (n° CAS 64-17-5)
oo P
_ Négligeable 106Paa20"c 132X 107 Pad | 7905 Paa25°C
Pression de vapeur (PubChem) (PubChem) (PubChem)
(Pa) , . Modérément (PubChem) ‘ )
Treés peu volatil . \ . Treés volatil
volatil Treés peu volatil
Pe =13°C
Pe =79°C Pe =99°C Pe =283°C
Teb =79°C
(PubChem) (PubChem) (PubChem) (PubChem)
Ce o ubChem
Inflammabilité (“C) Liquides et Liquides et Liquides et o
vapeurs non vapeurs non vapeurs non Liquides et
inflammables inflammables inflammables vapeurs tres
inflammables
Procédé utilisé Clos mais ouvert réguliérement
Fréquence d'utilisation Permanente
Quantité utilisée Elevée
Classes des
« conditions
d’exposition »

Le protocole d’utilisation du FineFix® transmis par MM France indique que la solution finale d’éthanol
contient approximativement 70% d’éthanol (Milestone 2015b).

Les experts se sont basés sur la présence dans le mélange d’éthanol (70%) qui est une substance
trés inflammable pour attribuer une classe 2 « Conditions d'exposition moyennes » au mélange
FineFix®.

5.3.3.4 Evaluation du RCL2®

Les critéres définis dans la méthode sont complétés pour le RCL2®.

Le procédé, les fréquences d'utilisation ainsi que les quantités de fixateur étant inchangées, les
critéres « Procédeé utilisé », « Fréquence d’utilisation » et « Quantité utilisée » sont les mémes que
ceux du fixateur a base de formaldéhyde.

A = . . .. L TTE——
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Tableau 100 : Evaluation des "conditions d'exposition" pour le RCL2®

Critéres d'évaluation des Acide acétique Tréhalose Ethanol
« conditions d'exposition » (n° CAS 64-19-7) (n° CAS 99-20-7) (n° CAS 64-17-5)
1500 Pa a 20°C 7905 Pa a 25°C
Pression de vapeur (Pa) (PubChem) Non documenté (PubChem)
Volatil Trés volatil
Pe =13°C
Pe = 39°C
Teb =79°C
(PubChem)
Inflammabilité (°C) Liquide et Non documenté (F_’ub_Chem)
vapeurs Liquides (‘at
inflammables vapeurs trés
inflammables

Procéde utilisé Clos mais ouvert réguliérement
Fréquence d'utilisation Permanente
Quantité utilisée Elevée

Classes des « conditions
d’exposition »

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange RCL2® est un fixateur élaboré au laboratoire de pathologie de I'lnstitut
Claudius Regaud de Toulouse. Il est composé d’éthanol (n° CAS 64-17-5) (70%) et d’acide acétique
(n° CAS 64-19-7) (7%) et de tréhalose (n° CAS 99-20-7).

Concernant le tréhalose, aucune information n’est disponible sur les caractéristiques physico-
chimiques de la substance. Comme il s’agit d’'un disaccharide décrit comme stable, les experts de
I'Anses ont considéré qu’il n’y avait pas de préoccupation sur la volatilité et I'inflammabilité de la
substance.

Les experts se sont basés sur la présence dans le mélange d’éthanol (70%) qui est une substance
tres inflammable pour attribuer une classe 2 « Conditions d'exposition moyennes » au mélange
RCL2®.

5.3.3.5 Evaluation de 'Hydrosafe®
Les critéres définis dans la méthode sont complétés pour 'Hydrosafe®.

Le procédé, les fréquences d'utilisation ainsi que les quantités de fixateur étant inchangées, les
critéres « Procédé utilisé », « Fréquence d’utilisation » et « Quantité utilisée » sont les mémes que
ceux du fixateur a base de formaldéhyde.

Tableau 101 : Evaluation des "conditions d'exposition” pour le ’'Hydrosafe®

Critéres d'évaluation des « conditions | Acide aceétique Ethanol
d'exposition » (n° CAS 64-19-7) | (n° CAS 64-17-5)
1500 Pa a 20°C 7905 Pa a 25°C
Pression de vapeur (Pa) (PubChem) (PubChem)
Volatil Treés volatil
Inflammabilité (°C) Pe =39°C Pe =13°C
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(PubChem) Teb =79°C
Liquide et (PubChem)
vapeurs Liquides et

inflammables vapeurs trés

inflammables

Procédé utilisé Clos mais ouvert réguliérement

Fréquence d'utilisation Permanente

Elevée

D’aprés les informations décrites dans la littérature qui ont permis d’évaluer les capacités techniques
de ce produit, le mélange Hydrosafe® est un fixateur composé d’éthanol (n° CAS 64-17-5) et d’acide
acétique (n° CAS 64-19-7). Comme le RCL2® et I'Hydrosafe® sont présentés par les professionnels
comme des alternatives alcooliques et similaires, les experts ont émis I'’hypothése que le mélange
Hydrosafe® contient comme le RCL2® 70% d’éthanol.

Les experts se sont basés sur la présence dans le mélange d’éthanol (70%) qui est une substance
trés inflammable pour attribuer une classe 2 « Conditions d'exposition moyennes » au mélange

Quantité utilisée

Classes des « conditions
d’exposition »

Hydrosafe®.

5.3.3.6 Bilan des évaluations des alternatives
Au final, ce sont les quantités d’éthanol présentes dans les mélanges qui justifient I'attribution des

classes finales.

Le tableau ci-dessous compare les évaluations de 'ensemble des produits.

Tableau 102 : Comparaison des alternatives selon le module "Conditions d'exposition"

d’exposition »

B = N . . -
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Critéres Solution d
d'évaluation des | 0 ulg)’nh g Excell Plus® FineFix® RCL2® Hydrosafe®
e ormaldéhyde
« conditions a 4% y (30% d’éthanol) | (70% d’éthanol) | (70% d’éthanol) | (70% d’éthanol)
d'exposition »
Pression de 440 000 Trés volatil Trés volatil Trés volatil Trés volatil
vapeur (Pa) Trés volatil (glyoxal) (éthanol) (éthanol) (éthanol)
Pe = 83°C Liquides et Liquides et Liquides et Liquides et
e Liquide et vapeurs trés vapeurs trés vapeurs trés vapeurs trés
Inflammabilite (°C) vapcjaurs non | inflammables | inflammables inflammables inflammables
inflammables (éthanol) (éthanol) (éthanol) (éthanol)
Clos mais Clos mais Clos mais . Clos mais
ra e Clos mais ouvert
Procédé utilisé ouvert ouvert ouvert s ouvert
P PO RN régulierement o
régulierement | régulierement | régulierement réguliérement
F’reg_uen_ce Permanente Permanente Permanente Permanente Permanente
d’utilisation
Quantité utilisée Elevée Elevée Elevée Elevée Elevée
Classes des
« conditions Classe 3
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5.3.4 Le module « Autres impacts »

5.3.4.1 Le développement d’'un nouveau standard international

La renommée des centres hospitalo-universitaires (CHU) se mesure par le nombre de publications
internationales et de participation a des protocoles internationaux. Aujourd’hui, les prélévements
doivent étre fixés dans le formaldéhyde afin de permettire une inter-comparaison avec I'ensemble
des structures participantes, qui utilisent toutes le formaldéhyde. En cas de substitution du
formaldéhyde, les CHU et les centres de Lutte contre le Cancer (CLCC) ne pourraient plus participer
a ces essais cliniques multicentriques.

Les structures libérales ne participent pas directement aux protocoles thérapeutiques, mais sont
également contraintes de fixer leur prélévement dans le formaldéhyde au risque d’induire une perte
de chance pour le patient qui ne pourrait pas bénéficier d’'une inclusion dans un essai thérapeutique
(SMPF et IHP 2015).

Par conséquent, la substitution du formaldéhyde va nécessiter la mise en place d’'un nouveau
standard international.

5.3.4.1 Le respect de la chaine du froid au sein du laboratoire

Dans le cas ou les prélevements arrivent a 4°C au laboratoire, ce dernier devra étre équipé de
réfrigérateurs ou de chambres froides a 4°C pour pouvoir réceptionner les préléevements sans
interrompre la chaine du froid.

5.3.4.2 L’organisation des flux au sein du laboratoire

Dans le cas ou les prélevements arrivent frais a température ambiante ou a 4°C ou sous-vide a 4°C
dans le laboratoire, il sera alors nécessaire d'organiser le flux de traitement des échantillons afin
d'organiser leur fixation en respectant le temps d'ischémie.

5.3.4.3 La réévaluation du risque biologique
Le formaldéhyde est un puissant biocide permettant une décontamination tissulaire.

Si le prélévement arrive non fixé au laboratoire, il devra I'étre sur place avant d’étre analysé.
Manipuler un prélévement non fixé et potentiellement infectieux (bactéries, virus, parasites,
levures...) pourrait entrainer un déplacement du risque vers le risque biologique (Ministére du travail
de I'emploi et de la santé et Direction générale de I'offre de soins 2012) qui doit faire I'objet d’'une
attention particuliére dans I'évaluation des risques.

Cependant les experts de I'’Anses estiment que le risque biologique en laboratoire n’est pas majoré,
puisque le personnel des laboratoires peut étre déja amené a manipuler des prélevements
biologiques non fixés et suit déja les régles d’hygiéne et de sécurité relatives a ce risque.

5.3.4.4 La disponibilité des alternatives

A ce jour, d’aprées les informations transmises aux experts de I'’Anses, I'Excell Plus® et 'Hydrosafe®
ne sont plus commercialisés et ne peuvent étre aujourd’hui utilisés comme alternatives au
formaldéhyde.

5.3.5 Présentation des résultats

Conformément a la méthodologie de comparaison des substituts élaborée par le GT, les résultats
finaux sont présentés dans des tableaux qui présentent les différentes alternatives avec leurs
avantages et leurs inconvénients de maniere a laisser le décideur retenir la meilleure option en toute
connaissance de cause, au regard des critéres qu’il jugera comme prioritaires et acceptables.

Les résultats finaux sont donc présentés dans les 2 tableaux ci-dessous.
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Tableau 103 : Comparaison des alternatives au formaldéhyde

Conclusion des | Formaldéhyde Alternatives

modules a4% Excell Plus® FineFix® RCL2® Hydrosafe®

Classe finale du
module « capacités Classe 3
techniques »

Classe finale du
module « danger »

(GreenScreen)
Classe finale du
module Non spécifié par
« Estimation des manque de

colts de données
substitution »

Classe finale du
module «
Conditions
d’exposition »

Classe 3

Tableau 104 : Identification des autres impacts liés a la substitution

Conclusion | Formaldéhyde Alternatives

des modules ad% Excell Plus® FineFix® RCL2® Hydrosafe®

. . " . » . Réévaluation
Réévaluation du | Réévaluation du | Réévaluation

. ! . ! . du risque
risque biologique risque du risque biologique
biologique biologique 919
£ ot Nouvelles Nouvelles
Identification contraintes Nouvelles Nouvelles contraintes
des « autres Sans objet Développement contraintes contraintes
impacts » ; . i Développement
d’'un nouveau Développement | Développement d
, , un nouveau
standard d’'un nouveau d’un nouveau standard
international standard standard . -
. - . : international
international international

Disponibilite de Disponibilité de
I'alternative

I'alternative
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6 Conclusions du groupe de travail

Le groupe de travail a identifié 3 phases d’activité distinctes permettant de décrire les différentes
étapes suivies par un échantillon de son prélévement jusqu’a son élimination :

e |a phase pré-analytique qui consiste a collecter et a transporter le prélévement vers les
laboratoires d’analyses ;

¢ la phase analytique qui consiste a préparer les échantillons et a mener des analyses de type
tissulaire, cellulaire et moléculaire a des fins de diagnostic ;

e |a phase post-analytique qui correspond a I'élimination des déchets et a la conservation par
archivage des échantillons.

Le groupe de travail de 'Anses a développé une méthode permettant de comparer des alternatives
entre elles et par rapport a la substance a substituer. Cette méthode n’a été appliquée que sur les 2
phases dans lesquelles le formaldéhyde est potentiellement utilisé, c'est-a-dire au cours de la phase
pré-analytique et au cours de la phase analytique.

La substitution du formaldéhyde dans la phase pré-analytique

Le prélevement est réalisé principalement dans des blocs opératoires (hopital ou clinique) ou lors
de consultations médicales en cabinet libéral. Les échantillons tissulaires (pieéces opératoires ou
biopsies) ou cellulaires sont potentiellement fixés et conservés dans une solution de formaldéhyde
a 4% avant d’étre transportés vers les laboratoires pour étre analysés.

La méthode de comparaison des alternatives a été appliquée a la phase pré-analytique.

L’identification des alternatives

Au regard des données collectées, trois procédés alternatifs ont été étudiés : le transfert direct de la
piece fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses ; la conservation de la piéce
fraiche a 4°C ainsi que la technologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C.

La technologie de mise sous vide couplée avec I'utilisation de fixateur, de flaconnage avec insertion
automatique de fixateur ou encore de distribution automatique de fixateur utilisent toutes les trois du
formaldéhyde. Le GT a considéré qu’il s’agissait de procédés permettant de réduire les expositions
au formaldéhyde sans toutefois s’y substituer. Par conséquent, ils n’ont pas été étudiés dans la suite
de la méthode comme alternatives.

Mise en ceuvre de I'étape séquentielle

La premiére étape séquentielle de la méthode consiste a étudier les différentes alternatives au
travers de 3 modules successifs contenant chacun des critéres d’exclusion.

Le premier module « capacités techniques » consiste a exclure les alternatives qui n’assurent pas
les fonctions essentielles recherchées par I'utilisation de la substance a substituer, c'est-a-dire
maintenir l'intégrité des prélévements et leur conservation jusqu’a leur fixation. Ainsi, la préservation
de la morphologie des tissus, des protéines et des acides nucléiques sont les 3 critéres retenus pour
comparer les capacités techniques des alternatives a celles du formaldéhyde.

Pour pouvoir comparer les capacités techniques des 3 procédés alternatifs, les experts de 'Anses
ont associé a chacun d’entre eux une durée au-dela de laquelle la préservation de I'’échantillon ne
peut plus étre garantie. Ainsi, le procédé de transfert direct de la piéce fraiche a température
ambiante avant analyse a été classé 4 « capacités techniques supérieures » lorsque la piece est
transférée au laboratoire et fixée en moins d’'une heure. La conservation de la piéce fraiche a 4°C a
été classée 4 « capacités techniques supérieures » lorsque la piéce est transférée au laboratoire et
fixée en moins de 2 heures. La technologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C a également
été classée 4 « capacités techniques supérieures » lorsque la piéce est transférée au laboratoire et
fixée dans les 72 heures.

page 139/ 163 Octobre 2019



Anses o rapport d’expertise collective Saisine n° 2014-SA-0236 « Formaldéhyde »

Ainsi les 3 procédés alternatifs ont été évalués comme ayant des capacités techniques supérieures
a celle du formaldéhyde. En effet, contrairement a la fixation des tissus qui peut dégrader et
fragmenter les ARN, ces 3 alternatives permettent de préserver les acides nucléiques lorsqu’elles
sont utilisées dans les délais impartis.

Le second module « réglementation » consiste a exclure des alternatives interdites par une
réglementation nationale ou internationale. Aucune réglementation interdisant ces trois alternatives
n’'ayant été identifiée, elles ont pu étre étudiées au travers du module suivant.

Le troisiéme module « danger » consiste ensuite a exclure les alternatives qui sont autant ou plus
dangereuses que le formaldéhyde par l'utilisation de I'outil QCAT. Cet outil n’a pas été appliqué
puisque les 3 alternatives n’utilisent pas de fixateur chimique.

Au final, les 3 alternatives ont pu étre étudiées dans I'étape suivante dite étape simultanée.

Mise en ceuvre de I'étape simultanée

La seconde étape de la méthode consiste a comparer en paralléle les 3 alternatives au travers de 4
modules.

Concernant le module « danger », I'outil GreenScreen n’a pas pu étre directement appliqué a
'ensemble des alternatives car ce sont des procédés n’utilisant pas d’agents chimiques. Aucun
danger de nature chimique n’étant identifié, ces alternatives se voient attribuer la classe finale de 4
« substance chimique peu dangereuse ».

Concernant le module « estimation des colts de substitution », les experts de I’Anses soulignent
que le transport des prélévements va étre un enjeu majeur dans l'estimation des colts de
substitution. La nécessité de transporter les pieces existe majoritairement dans le cas d’un
établissement ne possédant pas de laboratoire d’analyse au sein de sa structure. Ainsi, les experts
de I'Anses ont distingué deux types de scénarios pour estimer le colt des alternatives au
formaldéhyde. Le premier scénario concerne les établissements possédant un laboratoire in situ et
le second concerne les établissements ne possédant pas de laboratoire au sein de leur structure.
Dans les deux scénarios, la technologie de mise sous vide couplée a 4°C est classée 1 « colts
relatifs les plus élevés ». Le transfert de la piéce fraiche a température ambiante avant analyses
ainsi que la conservation de la piéce a 4°C restent classées de la méme maniére dans les deux
scénarios. C’est a dire soit dans la classe 4 : « colt relatif les moins élevés » dans le cas ou les
établissements possédent leur laboratoire in situ ou soit dans la classe 2 « co(t relatif moyennement
élevés » dans le cas ou les établissements doivent organiser un transport journalier a 4°C des
échantillons vers le laboratoire d’analyses.

Concernant le module « conditions d’exposition », les crittres du module n'ont pas pu étre
directement appliqués aux alternatives car il 'y a pas de substances chimiques mises en ceuvre
dans les procédés alternatifs. Une classe 4 « conditions d’exposition estimées négligeables » a été
attribuée a 'ensemble des procédés alternatifs.

Le module « autres impacts » souligne que, quelle que soit la solution de substitution retenue, elle
aura des impacts sur I'organisation des flux et notamment sur I'organisation des transports et des
programmes de prélévements qui devront étre optimisés pour préserver les échantillons. Par
ailleurs, la chaine du froid devra étre respectée jusqu’au laboratoire d’analyses dés lors qu’'une
alternative mettant en ceuvre une conservation a 4°C est choisie. Enfin, le module souligne que la
problématique du risque biologique semble étre le risque le plus important a prendre en compte en
cas de substitution du formaldéhyde a cette étape. L’'absence de propriété biocide des alternatives
conduit a un risque biologique qui doit faire I'objet d’'une attention particuliére dans le cadre de
I'évaluation des risques. Cependant, les experts de 'Anses estiment que le risque biologique n’est
pas majoré en raison de la mise en ceuvre des régles d’hygiéne et de sécurité du personnel et des
contraintes réglementaires relatives a 'emballage multiple et aux transports (transport par route,
Arrété TMD ADR).
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En conclusion, des alternatives a I'utilisation du formaldéhyde existent aujourd’hui pour 'ensemble
des phases pré-analytiques dés lors que le temps entre le moment de I'exérése et la mise en contact
avec le fixateur (temps d’ischémie) ne dépasse pas 72 heures.

L’application de la méthode de comparaison des alternatives a la phase analytique

Le prélévement arrive au laboratoire déja fixé au formaldéhyde ou non fixé. Dans ce dernier cas, la
fixation de la piéce dans du formaldéhyde a 4% se déroule au laboratoire avant analyses. La piéce
fixée est ensuite analysée a travers diverses techniques.

La méthode de comparaison des alternatives a été appliquée a la phase analytique.

L’identification des alternatives

L’analyse de la littérature scientifique a permis d’identifier 58 alternatives potentielles a I'utilisation
du formaldéhyde comme fixateur lors de la phase analytique.

En ce qui concerne la technologie de mise sous vide couplée avec l'utilisation de formaldéhyde, le
GT a considéré qu'il s’agissait d’'un procédé permettant de réduire les quantités de formaldéhyde
lors du stockage des piéces dans les laboratoires sans toutefois le substituer. Par conséquent, il n’a
pas été étudié dans la suite de la méthode.

La congélation a -80°C qui a été présentée par les parties prenantes de la profession comme une
alternative possible a l'utilisation du formaldéhyde, n’a pas été retenue en tant que telle par le GT.
En effet, une fois décongelées, les piéces doivent dans la plupart des cas étre fixées au
formaldéhyde avant d’étre analysées. Le GT a conclu que ce procédé permet de stocker les
échantillons sans fixateur mais ne supprime pas I'étape de fixation utilisant le formaldéhyde. Par
conséquent, il n’a pas été étudié dans la suite de la méthode.

Mise en ceuvre de I'étape séquentielle

La premiere étape séquentielle de la méthode consiste a étudier les différentes alternatives au
travers de 3 modules successifs contenant chacun des critéres d’exclusion.

Le premier module « capacités techniques » consiste a exclure les alternatives qui n’assurent pas
les fonctions essentielles recherchées par I'utilisation de la substance a substituer. Un substitut au
formaldéhyde doit :

e garantir la conservation des caractéristiques morphologiques et étre compatible avec le

fonctionnement de tous les automates, les colorations standards et spéciales ;

e étre compatible avec le fonctionnement des techniques d’'IHC ;

e étre compatible avec le fonctionnement des techniques HIS ;

e étre compatible avec le fonctionnement des techniques d’extraction d’ADN ;

e étre compatible avec le fonctionnement des techniques d’extraction d’ARN ;

e posseéder un potentiel biocide

e garantir la conservation des échantillons pendant 10 ans pour le suivi des patients
L’évaluation des capacités techniques des 58 alternatives, au travers de 7 criteres jugés essentiels
a conduit a ne pouvoir classer que 12 d’entre elles. En effet, bien souvent pour une méme alternative,
la majorité des critéres techniques retenus par les experts de '’Anses n'ont pas été évalués par les
auteurs.
4 alternatives (Glyo-Fixx®, RCL2-CS100®, Weigner fixateur® et ZBF®) ont été classées 1
« capacités techniques insuffisantes » et n‘ont donc pas été étudiées dans la suite de la méthode.
Au final, 7 mélanges, a savoir le PAXgene®, I'Excell Plus®, le FineFix®, le Green-Fix®,
I'HydroSafe®, le RCL2® et TUMFIX® ont été classés 2 « capacités techniques inférieures » et ont
pu étre étudiés dans la suite de la méthode. Le procédé HOPE® a également été classé 2
« capacités techniques inférieures » et a pu étre étudié dans la suite de la méthode.
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Le second module « réglementation » consiste a exclure des alternatives interdites par une
réglementation nationale ou internationale. Aucune réglementation interdisant pour des raisons
sanitaires ces 8 alternatives n’ayant été identifiée, elles ont pu étre étudiées au travers du module
suivant.

Le troisieme module « danger » consiste a exclure les alternatives qui sont autant ou plus
dangereuses que le formaldéhyde. Les mélanges PAXgene®; Green-Fix® et UMFIX® ont été
classés selon I'outil QCAT dans la méme classe de danger que celle du formaldéhyde cancérogéne
sur la base des propriétés neurotoxiques du méthanol présent dans les mélanges. Le procédé
HOPE® a été également classé dans la méme classe de danger que celle du formaldéhyde dans la
mesure ou I'une des substances du mélange est classée cancérogéne de catégorie 1B par le
réglement CLP.

Au final, 'Excell Plus®, I'Hydrosafe®, le FineFix® et le RCL2® ont été identifiés comme des
alternatives pouvant étre étudiées dans la phase simultanée de la méthode.

Mise en ceuvre de 'étape simultanée
La seconde étape de la méthode consiste a comparer les 4 alternatives au travers de 4 modules.

En ce qui concerne le module « danger », I'outil GreenScreen a permis d’attribuer une classe finale
a chacune des alternatives. L’'Hydrosafe® ; le FineFix® et le RCL2® ont été classés 2 « substance
chimique trés dangereuse »” en raison de la classification « H225 — Liquide et vapeurs trés
inflammables » de I'éthanol. L’Excell Plus® a également été classé 2 « substance chimique trés
dangereuse » en raison de la classification « H341 - mutagéne de catégorie 2 » du glyoxal et de la
présence d’éthanol dans le mélange.

Concernant le module « estimation des colts de substitution », les experts de I'Anses ont été
confrontés au fait que I'Excell Plus® et I'Hydrosafe® ne sont plus actuellement disponibles sur le
marché. Cependant, la commercialisation de I'Excell Plus® a été arrétée au début de I'année 2018
et les experts de 'Anses ont utilisé le prix d’achat du mélange a cette date pour attribuer une classe
finale au mélange. Sans aucune information réaliste sur le colt d’achat de I'Hydrosafe®, il n’a pas
été possible de comparer ce mélange au formaldéhyde a travers ce module. La classe « Non
spécifié¢ par manque de données » lui a été attribuée. Au final, 'Excell Plus® et le RCL2®
présenteraient les codts relatifs de substitution les plus élevés (classe 1) et le FineFix® présenterait
des codts relatifs peu élevés (classe 4).

Concernant le module « conditions d’exposition », les experts se sont basés sur le fait que tous
les mélanges contiennent de I'éthanol, une substance trés inflammable, pour leur attribuer une
classe finale. Ainsi, les experts ont attribué la classe 3 « conditions d’exposition faibles » a I'Excell
Plus® dans la mesure ou le mélange contient moins de 10% d’éthanol. Par ailleurs, les experts ont
attribué la classe 2 « conditions d’exposition moyennes » au FineFix®, a 'Hydrosafe® et au RCL2®
dans la mesure ou les trois mélanges contiennent 70 % d’éthanol.

Enfin le module « autres impacts » souligne d’abord que deux des alternatives identifiées (I'Excell
Plus® et I'Hydrosafe®) ne sont plus disponibles sur le marché. Ensuite, il est indiqué que la
substitution du formaldéhyde va nécessiter le développement d’un nouveau standard international
afin de permettre une inter-comparaison des prélevements avec I'ensemble des structures
participant a des protocoles internationaux. Enfin, la problématique du risque biologique doit étre
prise en compte en cas de substitution du formaldéhyde. L’absence de propriété biocide conduit a
un risque biologique qui doit faire I'objet d’une attention particuliére dans le cadre de I'évaluation des
risques. Cependant, les experts de '’Anses estiment que le risque biologique en laboratoire n’est
pas majoré puisque le personnel des laboratoires peut déja étre amené a manipuler des
prélevements biologiques non fixés et suit déja les régles d’hygiéne et de sécurité relatives a ce
risque.

7 pour mémoire, le formaldéhyde est en classe 1, classe correspondant aux substances chimiques
extrémement dangereuses.
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Les experts de 'Anses soulignent le fait que dans le cas ou les prélévements arrivent frais a
température ambiante ou a 4°C ou sous-vide a 4°C dans le laboratoire, il sera alors nécessaire
d’équiper le laboratoire de réfrigérateurs ou de chambres froides a 4 °C pour pouvoir réceptionner
les prélevements sans interrompre la chaine du froid et d’organiser le flux de traitement des
échantillons afin d’organiser leur fixation en respectant le temps d’ischémie.

En conclusion, en I'état actuel des connaissances, aucun substitut ne satisfait 'ensemble des
critéres techniques retenus par les experts de 'Anses. En effet, certaines alternatives étudiées ont
pu montrer de bons résultats uniguement sur certaines techniques analytiques mais jamais sur
I'ensemble d’entre elles et les critéres « potentiel biocide » et « conservation d’'un échantillon sur 10
ans » n'ont pu étre évalués par manque de données.

Limites des outils utilisés dans le cadre de la méthode de comparaison des alternatives

Au regard de la construction trés protectrice de la méthode de comparaison utilisée (qui peut classer
dans une méme classe de danger un cancérogéne averé et un neurotoxique avéré et classer dans
une méme classe de danger un suspecté mutagene et un liquide trés inflammable), la méthode peut
conduire a n’identifier qu’une liste d’alternatives potentielles trés réduite.

De plus, la méthodologie compare uniquement les dangers de chacun des constituants connus des
mélanges de facon individuelle sans que ne soit réalisée une évaluation des risques pour 'lHomme
et 'environnement des mélanges dans leur globalité.
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7 Recommandations du Groupe de Travail

Pour la phase pré-analytique, au regard de [I'évaluation des alternatives a [utilisation du
formaldéhyde, il existe des alternatives possibles dés lors que le temps d’ischémie ne dépasse pas
72h. Le GT recommande la mise en ceuvre d’un des trois procédés alternatifs suivants :

e le transfert direct de la piéce fraiche a température ambiante au laboratoire avant analyses
a condition que le temps d’ischémie reste inférieur a 1 heure ;

¢ la conservation de la piéce fraiche a 4°C a condition que le temps d’ischémie reste inférieur
a 2 heures ;

¢ latechnologie de mise sous vide couplée au froid a 4°C a condition que le temps d’ischémie
reste inférieur a 72 heures.

Le groupe de travail recommande également que la fixation des pieces a analyser soit réalisée
systématiquement dans les laboratoires d’analyses.

Pour la phase analytique, compte tenu qu’aucun substitut ne satisfait 'ensemble des criteres
techniques, le groupe de travail recommande :

o d’utiliser un ou plusieurs fixateurs alternatifs donnant de bons résultats sur des techniques
analytiques bien spécifiques. Le groupe de travail souhaite rappeler, qu'indépendamment du
fait que le décideur devra retenir en toute connaissance de cause la meilleure option au
regard des critéres qu’il jugera comme prioritaires et acceptables, que les alternatives ayant
pu étre évaluées au travers de I'ensemble des modules de la méthode sont toutes moins
dangereuses que le formaldéhyde, cancérogéne avéré.

Dans un objectif de réduction des expositions au formaldéhyde lors de la phase analytique pour les
opérations de stockage des piéces fraiches lorsqu’elles sont regues au laboratoire, le groupe de
travail recommande de recourir aux techniques du froid (selon les cas, 4°C ou - 80°C).

Dans la mesure ou le risque biologique lié a I'utilisation des alternatives n’a pas été évalué dans le
cadre de ces travaux, les experts rappellent que les reégles d’hygiéne et de sécurité relatives a ce
risque doivent continuer a étre mises en ceuvre dans les laboratoires.

Dans une perspective de développement de substituts, le GT recommande :

e de développer des techniques de mise sous vide couplées avec un fixateur autre que le
formaldéhyde ;

o de développer des techniques de flaconnage prét a 'emploi avec un fixateur autre que le
formaldéhyde ;

e d’encourager les travaux de recherches complémentaires sur les fixateurs ayant démontré
de trés bons résultats pour certaines techniques analytiques uniquement ;

e de mener une veille sur les fixateurs sans formaldéhyde. Les 46 mélanges identifiés comme
des alternatives potentielles qui n’ont pas pu étre évalués par les experts de I’Anses faute
de données pourraient constituer une liste de départ.
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MINISTERE DE L'ECOLOGIE, DU DEVELOPPEMENT DURABLE ET DE L’'ENERGIE
MINISTERE DE L'ECONOMIE, DE L'INDUSTRIE ET DU NUMERIQUE
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22 JAN. 208

DIRECTION GENERALE

paistle 08 OCT. 201
Le Directeur général du travail
Le Directeur général de la santé

La Directrice générale de la concurrence de la
consommation et de la répression des fraudes

La Directrice générale de la prévention des
risques
a

Monsieur le Directeur général
de I'Agence nationale de sécurité sanitaire de

I'alimentation, de I'environnement et du travail

27-31 avenue du Général Leclerc
94701 Maisons-Alfort cedex

Objet : Utilisation de substituts au formaldéhyde dans différents domaines

Contexte de la demande

Le formaldéhyde a été classé en 2004 par le Centre international de recherche sur le cancer
(CIRC) dans le groupe 1 des cancérogénes avérés pour I'espéce humaine, sur la base d'études
épidémiologiques en milieu de travail portant sur la survenue de cancer du nasopharynx par
inhalation. En outre, au niveau européen, une évolution du classement de cancérogéne de
catégorie 2 & cancérogéne de calégorie 1B a été adoptée par le réglement (UE) N* 605/2014 de la
Commission du 5 juin 2014 modifiant aux fins de son adaptation au progrés scientifique et
technique le réglement CLP.

Les mesures de prévention des risques professionnels liés aux agents chimiques dangereux
(ACD) CMR’" de calégorie 1A ou 1B sont précisées aux arlicles R. 4412-1 a R. 4412-93 du code
du travail qui visent & systémaliser - sous la responsabilité de chaque employeur - I'évaluation du
risque chimique, en vue de permettre la mise en place de mesures de prévention adaptées a
chaque situation de travail et au niveau des risques constatés. Elles prévoient éventuellement une

1 Canc gt Mutage ig pour la Rep sction
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obligation de substitution des ACD par des substances, préparations ou procédés non dangereux
ou moins dangereux. Cette obligation est plus affirmée encore pour les agents CMR de catégorie
1A ou 1B pour lesquels la substitution est impérative lorsque cela est techniquement possible.

Lorsque l'application du principe de substitution s'avére impossible, 'employeur doit metire en
ceuvre tous les moyens permettant de réduire I'exposition en utilisant des mesures de prévention
et de protection adaptées (systéme clos, ventilation générale, autres moyens de protection
collective, puis moyens de protection individuelle, formation et information du personnel,
surveillance médicale).

Compte-tenu de ces nouvelles informations sur les propriétés dangereuses du formaldéhyde et de
la hiérarchie des mesures de gestion des risques y afférant, il est demandé a I'Anses d'éclairer les
pouvoirs publics sur les risques pour les travailleurs et la population générale de I'utilisation du
formaldéhyde dans les trois domaines ci-aprés, ou il parait étre d'utilité fondamentale.

Activité d’anatomie et cytologie pathologiques

Les médecins spécialisés en anatomie et cytologie pathologiques (ACP) ont alerté nos services
sur les difficultés qu'ils rencontrent & appliquer la réglementation frangaise issue du code du travail
en matiére d'utilisation du formaldéhyde (« formol ») dans les laboratoires d’anatomie et cytologie
pathologiques, et notamment l'obligation de substitution.

Le formaldéhyde est le fixateur chimique de référence utilisé en anatomie et cytologie
pathologiques notamment a I'étranger. Ces travaux exposant au formaldéhyde étant classés dans
la liste des procédés cancérogénes, ils sont soumis a ce titre, aux mesures particuliéres de
prévention des risques cancérogénes, mutagénes ou toxiques pour la reproduction (CMR) de
catégorie 1A et 1B.

Les conditions de préservation des tissus constituent une étape critique conditionnant la qualité
des résultats des techniques et des diagnostics.

Les publications les plus récentes, qu'elles soient frangaises, européennes ou nord-américaines,
considérent en effet le formol comme le fixateur de référence. Le développement des techniques
d'immunohistochimie, puis de biologie moléculaire depuis le milieu des années 80, ont conduit a
un processus de standardisation des pratiques de fixation en faveur du formaldéhyde, avec
I'abandon progressif d'autres fixateurs traditionnels (liquide de Bouin, AFA, etc.) et la mise sur le
marché de réactifs de biologie moléculaire adaptés aux tissus fixés au formol.

Le pathologiste frangais s'estime ainsi soumis a une double obligation contradictoire : assurer une
activité d'anatomie et cylologie pathologiques en lien avec les publications scientifiques
internationales qui crédibilisent I'utilisation du formol et, en tant qu'employeur, protéger ses
collaborateurs des risques liés au formol en le substituant par un autre produit.

Activité de thanatopraxie

La thanatopraxie consiste aux soins de conservation pratiqués sur le corps des personnes
défuntes, ayant pour finalité de retarder la thanatomorphose et la dégradation du corps.

Les thanatopracteurs sont amenés a manipuler du formol et il importe ainsi que ces professionnels
disposent de I'ensemble des informations nécessaires a I'utilisation de cette substance et qu'il
puisse leur étre apporté des réponses en termes de solutions alternatives.

L'exposition éventuelle des familles est également a prendre en compte.
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Activité de production et d'utilisation de produits alimentaires

En alimentation animale

Le formaldéhyde est & I'heure actuelle utilisé en alimentation animale pour les usages suivants :

1) En tant qu'auxiliaire technologique pour le procédé de « protection contre la dégradation
ruminale » (tannage des tourteaux) :

Cet usage est autorisé par le réglement (CE) n°68/2013 de la Commission du 16 janvier 2013
relatif au catalogue des matiéres premiéres pour aliments des animaux. Ce réglement fixe une
teneur en aldéhydes libres inférieure ou égale a 0,12%

Lors des négociations précédant le vote du réglement (CE) n°68/2013, les professionnels ont
indiqué ne pas disposer de produits de substitution au formaldéhyde pour cet usage.

2) En tant qu'additif technologique (ensilage et conservateur) :

Le formaldéhyde est par ailleurs également autorisé comme additif pour I'alimentation animale
pour deux usages : en tant qu'agent d'ensilage et comme conservateur pour les porcs de moins de
6 mois et pour le lait écrémé avec une teneur maximale de 600 mg/kg.

Il a fait I'objet d’'une demande de réautorisation comme additif conservateur pour toutes les
espéces. L'Agence Européenne de la Sécurité Alimentaire (AESA) a émis un avis sur cette
demande le 18 février 2014. Dans son avis, 'AESA considére que des mesures devraient étre
prises pour éviter que le systéme respiratoire, la peau et les yeux de toute personne manipulant le
produit ne soit pas exposé a toute forme de poussiére ou vapeur générée par I'utilisation du
formaldéhyde (« Formaldehyde is a strong irritant, a potent skin and respiratory sensitiser.
Measures should be taken to ensure that the respiratory tract, skin and eyes of any person
handling the product are not exposed to any dust, mist or vapour generated by the use of
formaldehyde ») mais ne s'oppose pas formellement & l'autorisation du formaldehyde en raison
d’un risque pour la santé du travailleur.

Enfin, une demande pour un nouvel usage du formaldéhyde en tant qu’additif technologique ayant
une fonction de réduction de la charge microbienne des organismes pathogénes (“feed hygiene”) a
par ailleurs été déposée. Elle est en cours d'évaluation auprés de I'AESA. L'utilisation est
demandée pour toutes les espéces animales, avec une teneur maximale de 1000 mg/kg pour les
aliments composés et 2000 mg/kg pour les matiéres premiéres. Cette autorisation nécessiterait au
préalable la création d'un nouveau groupe fonctionnel d’additif par réglement, suivant la procédure
de réglement avec controle (PRAC).

Dans son rapport de mai 2009 sur les risques sanitaires liés a la présence de formaldéhyde,
I'Afsset n'a pas relevé de données spécifiques relatives aux possibilités de substitution pour le
secteur de l'alimentation animale lors de ses recherches.

En alimentation humaine :

Le formaldéhyde est actuellement autorisé comme auxiliaire technologique pour la fabrication de
certains alginates.

Par ailleurs, les professionnels du secteur du sucre ont demandé le maintien de l'utilisation du
formaldéhyde (autorisé jusqu'au 31 décembre 2014). Cette requéte a regu un avis favorable de
I'Anses le 21 novembre 2013. Le formaldéhyde a été présenté par ces professionnels comme le
« bactériostatique universel utilisé en sucrerie ». Néanmoins, I'arrété du 19 octobre 2006 relatif a
l'emploi d'auxiliaires technologiques dans la fabrication de certaines denrées alimentaires autorise
également les extraits de houblon comme produit de substitution du formol pour cet usage.

Objet de la demande

Au regard de ces éléments, nous souhaitons donc recueillir votre avis :

3
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1- Sur lintérét du formol par rapport aux autres substituts pour le diagnostic en matiere
d’anatomie et cytologie pathologiques dans les situations de routine et dans des situations
particuliéres pour lesquelles le formol reste indispensable et qu'il conviendra de préciser ;

2- Sur lintérét du formol par rapport aux autres substituts pour les actes de thanatopraxie
Aussi, nous souhaitons également disposer d'un I'état des lieux sur les travaux en cours au
niveau européen dans le cadre du réglement biocides en matiére d'évaluation de la
substance active formaldéhyde (TP 2, 3, 20 et 22). Par ailleurs, nous souhaiterions
disposer, dans le cadre des travaux menés sur les substituts au formol en anatomie et
cytologie pathologique, d'une analyse sur les possibilités d'utilisation de ces substituts dans
certains types de produits biocides, et notamment en TP22, et sur les conséquences
éventuelles en termes de toxicité et d'écotoxicité.

3- Sur lintérét du formol par rapport aux autres substituts pour I'utilisation en alimentation
animale en tant qu'auxiliaire technologique pour la protection contre la dégradation
ruminale, en tant qu'additif conservateur, en tant qu'additif d’ensilage et en tant qu'additif
visant a limiter ou a réduire la charge microbienne des organismes pathogénes présents
dans les aliments pour animaux.

4- Sur lintérét du formol par rapport aux autres substituts pour I'utilisation en alimentation
humaine en tant gu'auxiliaire technologique pour d'une part la fabrication de certains
alginates et d'autre part I'utilisation comme bactériostatique dans la filiére du secteur du
sucre.

5- Si des substituts au formol peuvent étre utilisés, nous souhaitons que vous étudiiez leur
toxicité pour les professionnels et la population générale.

Nos services sont a votre disposition pour tout renseignement complémentaire.

En ce qui concerne I'évaluation de l'intérét du formol par rapport aux autres substituts pour une
utilisation en tant qu’additif pour I'alimentation animale, compte tenu des demandes d'autorisation
actuellement en cours, il serait souhaitable que I'Anses puisse se prononcer rapidement (d'ici fin
novembre 2014). Pour les autres questions, I'avis est attendu dans un délai de 6 mois.

Le Dire-:[;eur général La Directrice générale de la
de |a santé consommation, de la concurrence et de
la répression des fraudes
Pe.

t VALLET Nathalie HOMOBONO

La Directrice génerale i énéral du travail
de la prévention des risques

7%

Patricia BLANC Yves STRUILLOU

Copie : Direction générale de I'alimentation (DGAL)
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Annexe 2: Calcul du module « estimation des colts» pour un
établissement possédant un laboratoire in situ

Formaldehyde au bloc

Investissement Fonctionnement Invt + Fct
Année 1 0 10 608,00 € 10 608,00 €
Année 2 0 10608 10608
Année 3 0 10608 10608
Année 4 0 10608 10608
Année 5 0 10608 10608
Année 6 0 10608 10608
Année 7 0 10608 10608
|Coﬁt total actualisé sur 7 ans | 63 669,80 €
|Prix du formaldéhyde /I (TTC) 2
Description du bloc hypothétique :
Consommation /j en | 0,33
Nombre de jours par an 312
Consommables (bocaux) Capacité d'un flacon (ml) 10
Prix d'un flacon (€) 1
Sous/vide froid (72h)
Investissement Fonctionnement Invt + Fct
15000 29004,68 44004,68
0 29004,68 29004,68
0 29004,68 29004,68
0 29004,68 29004,68
0 29004,68 29004,68
0 29004,68 29004,68
0 29004,68 29004,68
188 510,75 €
Fonctionnement :
Entretien 3000 par an
Consommation énergétique kWh /an 36 Prix kWh 0,13
Consommables (sacs) Nombre par an 10400
prix unitaire (€) 2,5
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Piece fraiche transfert direct (<1h)

Investissement Fonctionnement Invt + Fct
6400 10400 16800
0 10400 10400
0 10400 10400
0 10400 10400
0 10400 10400
0 10400 10400
0 10400 10400
68 575,21 €
|investissement : Temps passé pour concevoir et roder le changement d'organisation
|Consommab|es (contenant pour le transport) Nombre par an 10400
prix unitaire (€) 1
Solution parfois non réalisable si éloignement excessif du laboratoire
Piece stockée au frais (2h)
Investissement Fonctionnement Invt + Fct
7400 10410,4 17810,4
0 10410,4 10410,4
0 10410,4 10410,4
0 10410,4 10410,4
0 10410,4 10410,4
0 10410,4 10410,4
0 104104 10410,4
69599,17 €
|Investissement : réoarganisation comme pour piece fraiche sans délai + frigo = 1000 €
Fonctionnement : énergie frigo +consommables
Prix kwh 0,13|Consommaiton frigo par an en kwh 80
Consommables (contenant pour le transport) Nombre par an 10400
prix unitaire (€) 1
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Annexe 3: Calcul du module « estimation des colts» pour un
établissement ne possédant pas un laboratoire in situ

Formaldehyde au bloc

Investissement Fonctionnement Invt + Fct
Année 1 0 25247,04 25247,04
Année 2 0 25247,04 25247,04
Année 3 0 25247,04 25247,04
Année 4 0 25247,04 25247,04
Année 5 0 25247,04 25247,04
Année 6 0 25247,04 25247,04
Année 7 0 25247,04 25247,04
Colt total actualisé sur 7 ans 151534,11 €
Prix du formaldéhyde /I (TTC) 2
Co(t du transport vers le laboratoire 46,92
Description du bloc hypothétique :
Consommation /j en | 0,33
Nombre de jours par an 312
Consommables (bocaux) Capacité d'un flacon (ml) 10
Prix d'un flacon (€) 1
Sous/vide froid (72h)
Investissement Fonctionnement Invt + Fct
15000 43643,72 58643,72
0 43643,72 43643,72
0 43643,72 43643,72
0 43643,72 43643,72
0 43643,72 43643,72
0 43643,72 43643,72
0 43643,72 43643,72
276 375,07 €
Fonctionnement :
CoUt du transport vers le laboratoire 46,92
Entretien 3000 par an
Consommation énergétique kWh /an 36 Prix kWh 0,13
Consommables (sacs) Nombre par an 10400
|prix unitaire (€) 2,5
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piece fraiche transfert direct (<1h)

Investissement Fonctionnement Invt + Fct
0 39678,08 € 39678,08
0 39678,08 € 39678,08
0 39678,08 € 39678,08
0 39678,08 € 39678,08
0 39678,08 € 39678,08
0 39678,08 € 39678,08
0 39678,08 € 39678,08
238 150,01 €
Colt du transport vers le laboratoire 93,84 €
Consommables (contenant pour le transport) Nombre par an 10400
prix unitaire (€) 1
Piece stockée au frais (2h)
Investissement Fonctionnement Invt + Fct
1000 39 688,48 € 40688,48
0 39 688,48 € 39688,48
0 39 688,48 € 39688,48
0 39 688,48 € 39688,48
0 39 688,48 € 39688,48
0 39 688,48 € 39688,48
0 39 688,48 € 39688,48
239173,97 €
Consommation frigo par an en kwh 80
frigo = 1000 €
Fonctionnement :énergie frigo +consommables
Colt du transport vers le laboratoire 93,84 €|
Prix kwh 0,13
Consommables (contenant pour le transport) Nombre par an 10400
prix unitaire (€) 1
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Annexe 4 : Consultation publique

Ce rapport et les conclusions ont fait I'objet d’'une consultation publique du 11/03/2019 au
11/05/2019.

Les personnes ou organismes suivants ont fait parvenir leurs commentaires lors de la phase de
consultation :

- L’Assurance Frangaise d’Assurance Qualité en Anatomie Pathologique (AFAQAP)
- Le Syndicat des Médecins Pathologistes Francgais (SMPF)

- Le Conseil National Professionnel des Pathologistes (CNPath)

- Microm Microtech France (MM France)
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Annexe 5 : Suivi des actualisations du rapport

Date Version Description de la modification
janvier 2018 01

Premiére version pour consultation publique

octobre 2019 02 Version finale aprés consultation publique :

Ajout pour signaler la procédure de consultation publique ;
Ajout d’'un paragraphe pour décrire les matériels étudiés en
anatomie et cytologie pathologiques humaines et concernés par
la saisine.

Identification dans le module « Autres impacts » de la phase
analytique de deux nouveaux impacts liés a I'arrivée au sein du
laboratoire de prélévements frais a température ambiante (ou a
4°C) ou sous-vide a 4°C

Ajout de précisions dans le module « estimation des colts de
substitution»
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