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Résumé

Le présent document expose |les méthodes recommandées par Environnement Canada
pour I'exécution d'essais de toxicité sur la bactérie luminescente Vibrio fischeri.

Il présente les conditions et méthodes générales ou univer selles permettant de
réaliser des essais sur un large éventail de substances. Ony précise aussi d'autres
conditions et méthodes propres a |'évaluation d'échantillons de produits chimiques,
d'effluents, de lixiviats, d'éutriats, de milieux récepteurs et de sédiments ou d'autres
solides tels que des sols. Le lecteur y trouvera des instructions concernant la
manipulation et le stockage des échantillons, lesinstallations d'essai, |a préparation
des solutions d'essai et |la mise en route des essais, les conditions prescrites pour les
essais, les observations et mesures appropriées, les résultats des essais, |es méthodes
de calcul et I'utilisation de produits toxiques de référence.

Le résultat de I'essai est 1a concentration de |'échantillon qu'on estime qui cause une
inhibition de 50 % de la production de lumiére par la bactérie (c'est-a-dire la CI50).
L'estimation de cette valeur peut sefaire aprés5, 15 ou 30 minutes d'exposition.
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Abstract

Methods recommended by Environment Canada for performing toxicity tests with the
luminescent bacterium Vibrio fischeri, are described in this report.

General or universal conditions and procedures are outlined for testing a variety of
substances. Additional conditions and procedures are stipulated that are specific for
assessing samples of chemical, effluent, leachate, elutriate, receiving water, and
sediment or other solids such as soil. Included are instructions on sample handling
and storage, test facility requirements, procedures for preparing test solutions and
initiating tests, specified test conditions, appropriate observations and measurements,
endpoints, methods of calculation, and the use of reference toxicants.

The endpoint of the test is the concentration of sample which is estimated to cause
50% inhibition of light production by the bacteria (i.e., the IC50). This could be
estimated after exposures of 5, 15, or 30 minutes.
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Avant-propos

Le présent document fait partie d'une série de méthodes recommandées pour
mesurer et évaluer les effets bioaquatiques de substances toxiques. Ces méthodes ont
€été évaluées par la Direction de la protection de I'environnement (DPE) et sont
recommandeées pour |es applications suivantes:

» utilisation dans les laboratoires de toxicité aquatigue d'Environnement Canada et
des provinces,

e essais confiés a des entrepreneurs par Environnement Canada ou demandés a des
organismes ou a des entreprises de I'extérieur;

* remplacement d'instructions plus précises, par exemple celles prévues dans des
reglements; et

« fondement pour I'établissement d'instructions trés explicites pouvant étre requises
dans un programme de réglementation ou une méthode de référence normalisée.

Les différents types d'essais compris dans cette série ont été choisis parce gu'ils sont
acceptables aux fins des programmes de protection et de conservation de
['environnement mis en oeuvre par Environnement Canada. Ces documents visent a
fournir deslignes directrices et a faciliter I'utilisation de méthodes cohérentes,
pertinentes et exhaustives pour recueillir des données sur les effets toxiques
d'échantillons de produits chimiques, d'effluents, de lixiviats, d'éutriats, de milieux
récepteurs et de sédiments ou de solides assimilés.

Dans le présent document, la mention d'appellations commer cial es ne constitue
nullement une recommandation de la part d'Environnement Canada; d'autres
produits de valeur semblable peuvent étre utilisés.
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Glossaire

Remarque: Toutes les définitions ci-apres sappliquent aux méthodes énoncées dans le présent
rapport; il se pourrait qu'elles ne soient pas adaptées a d'autre contextes.

Verbesauxiliaires
L'auxiliaire doit (doivent) est utilisé pour exprimer une obligation absolue.

L'auxiliaire devrait (devraient) et le conditionnel d'obligation (il faudrait, etc.) sont utilisés pour
indiquer que la condition ou la méthode en cause est recommandée et doit étre respectée dansla
mesure du possible.

L'auxiliaire peut (peuvent) indique qu'on est autorisé afaire une chose ou en mesure de lafaire.

L'auxiliaire pourrait (pourraient) est utilise pour indiquer la possibilité que quelque chose existe ou se
produise.

Termes techniques généraux

Bioluminescence - Phénomene d'émission de lumiére chez un organisme vivant par suite de ses activités
biochimiques, généralement enzymatiques.

Conductivité - Expression numérique de la capacité d'une solution aqueuse de transporter un courant
électrique. Cette capacité dépend de la concentration, de lavaence et de la mobilité desions en
solution, ainsi que de latempérature de la solution. La conductivité des eaux douces sexprime
normalement en millisiemens par métre (unité Sl), ou en micromhos par centimetre (1 mS/m = 10
pmhos/cm). Laconductivité est une méthode courante de mesure de la salinité (cf. ceterme), le
résultat étant normalement exprimé en grammes par kilogramme (g/kg) ou en parties par millier (%o).

Conformité - Fait de respecter les exigences du gouvernement en matiére de réglementation ou de
délivrance de permis.

Dispersant - Substance chimique qui réduit la tension superficielle entre I'eau et une substance
hydrophobe (p. ex., du pétrole), ce qui facilite la dispersion de cette substance dans |'eau sous forme
d'émulsion.

Dureté - Concentration, dans |'eau, de cations réagissant avec une solution savonneuse de sodium pour
entrainer la précipitation d'un résidu insoluble. En régle générale, ladureté permet de mesurer la
concentration d'ions de calcium et de magnésium dans |'eau et sexprime en mg/L de carbonate de
calcium ou I'équivalent.

Emulsifiant - Substance chimique qui facilite le méange fin (sous forme de minuscules gouttel ettes),
dans I'eau, d'une substance normalement hydrophobe.
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Floculation - Formation d'un agglomération de particul es |égeres en suspension (floc) dans une
solution.

Luminescent - Qui émet de lalumiére pour une raison autre gu'une température élevée.

Lyophilisé - Qui a été soumis a une déshydratation a basse température et sous vide; les bactéries
utilisées pour I'essai sont recues du fournisseur dans cet état.

pH - Logarithme négatif de |'activité des ions d'hydrogene, mesurée par leur concentration en moles par
litre. Cette vaeur exprime le degré ou l'intensité des réactions acides et acalines selon une échelle
de 0 414, ou le nombre 7 représente la neutralité et les nombres inférieurs correspondent, en ordre
décroissant, a des réactions acides de plus en plus fortes; les chiffres supérieurs a 7 indiquent, en
ordre croissant, des réactions basiques ou alcalines de plus en plus fortes.

Pourcentage (%) - Concentration exprimée en parties par centaine. Un pour cent représente une unité
ou partie de substance (p. ex., effluent, élutriat, lixiviat ou milieu récepteur) diluée dans I'eau, jusgu'a
concurrence de 100 parties. On peut préparer des concentrations en volume par unité de volume
(V/V) ou en masse par unité de masse (mym). On les exprime en pourcentage de la substance finale.

Précipitation - Formation d'un solide (précipité) a partir d'une solution.

Prétraitement - Dans le présent rapport, traitement d'un échantillon ou dilution avant I'essai visant a
établir satoxicité.

Salinité - Quantité totale, en grammes, de solides dissous dans 1 kg d'une solution aqueuse. Dans le cas
de I'eau de mer, dle se détermine apres conversion de tous les carbonates en oxydes, aprés
remplacement de tous les bromures et iodures par des chlorures et aprés oxydation de toutes les
matiéres organiques. Lasalinité peut aussi se mesurer directement gréace aun
salinimétre/conductimétre ou par d'autres moyens (APHA et al., 1989). Dans le présent document,
elle est exprimée en pourcentage, conformément ace qui sefait dansles manuels Microtox. Elle
sexprime habituellement en parties par kilogramme (g/kg) ou en parties par millier (%o), qui en
représentent un équivalent approximatif.

Surfactant - Substance tensio-active (p. ex., un détergent) qui, gjoutée a un liguide non agueux, en
réduit latension superficielle et facilite la dispersion des matiéres dans ce liquide.

Surveillance - Activités de vérification de laqualité ou de collecte et de communication de données,
effectuées de fagon réguliére (p. ex., quotidienne, hebdomadaire, mensuelle ou trimensuelle). Dans
le contexte du présent rapport, ce terme Sapplique ala vérification et ala mesure périodiques de
certaines variables biologiques ou relatives a la qualité de |'eau, soit au prélévement et al'essal
d'échantillons d'effluents, de lixiviats, d'éutriats, ou de milieux récepteurs pour la mesure de leur
toxicité.

Turbidité - Degré de réduction de la clarté de I'eau par la présence de matieres en suspension ou autres
qui entrainent ladiffusion et I'absorption de lalumiére, plutét que satransmission en ligne droite
dans I'échantillon. Laturbidité sexprime généralement en unités de turbidité néphélométrique.



Termes désignant les substances d'essais

Contrdle - Traitement reproduisant I'ensembl e des conditions et facteurs qui pourraient influencer les
résultats d'une enquéte ou d'une étude, al'exception de la condition particuliere faisant I'objet de cette
étude. Dansun essai de toxicité aguatique, le contréle doit reproduire toutes les conditions du ou des
traitements d'exposition, mais ne pas renfermer la substance a expérimenter. Le contrdle est utilisé
pour établir |'absence de toxicité en raison de conditions de base de I'essai (p. ex., qualité de I'eau de
controle/de dilution, santé des organismes soumis al'essai ou effets attribuables aleur manipulation).

Diluant - Eau normalisée servant adiluer la substance a expérimenter dans|'essai Microtox; cf. «eau de
dilutiony.

Eau d'amont - Eau de surface (p. ex., d'un ruisseau, d'un cours d'eau, d'un lac, d'un estuaire ou d'une
masse d'eau marine) qui n'est pas soumise al'influence d'un effluent (ou d'autre substance a
expérimenter), du fait qu'elle se trouve contre le courant ou assez loin perpendiculairement a celui-ci.

Eau de dilution - Eau utilisée pour diluer la substance a expérimenter afin d'en préparer différentes
concentrations en vue d'un essai de toxicité. L'eau dedilution dans|'essai Microtox est une
formulation particuliére d'eau sal ée appel ée «diluant» (cf. ci-dessus).

Eau de porosité - Eau, al'intérieur d'un sédiment (ou d'une substance assimilée), qui entoure les
particules solides ou qui est entrainée par elles. La quantité d'eau de porosité sexprime en
pourcentage de la masse du sédiment humide.

Eau désionisée - Eau qu'on a purifiée pour en extraire lesions en lafaisant circuler dans des colonnes
de résine ou dans un systéme d'osmose inverse.

Eau distillée - Eau qu'on atraitée au moyen d'un appareil de distillation (au verre borosilicaté ou autre)
pour en diminer lesimpuretés.

Eau estuarienne - Eau saumétre des parties cotiéres des océans résultant de la dilution mesurable de
I'eau de mer par |'eau douce apportée par les cours d'eau.

Eau marine - Eau de mer qui se trouve ou qui est prélevée dans I'océan, dans la mer ou prés des cotes, a
un endroit ou elle n'a pas subi de dilution appréciable par I'eau douce naturelle apportée par les cours
d'eau.

Eau usées - Terme générae englobant les effluents, les lixiviats et les dutriats.

Effluent - Tout déchet liquide (p. ex., industriel ou urbain) rejeté dans I'environnement aquatique.

Elutriat - Solution agueuse obtenue aprés avoir ajouté de I'eau & un déchet solide (p. ex., sédiments,
stériles ou boues de forage ou de dragage), avoir agité le mélange, puis|'avoir centrifugé ou filtré ou

avoir décanté le surnageant.

Lixiviat - Eau ou eau usée ayant traversé une colonne de sols ou de déchets solides dans
['environnement.



Milieu récepteur - Eau de surface naturelle (p. ex., d'un cours d'eau) ou des déchets ont été ou sont sur
le point d'étre déversés (p. ex., immédiatement en amont du point de rejet). D'autres termes doivent
étre employés afin de préciser lequel de ces deux sens sapplique dans le contexte.

Produit chimique - Dans le présent rapport, se dit de tout élément, composé, formule ou mélange de
substances chimiques qui pourrait se retrouver dans |'environnement agquatique par déversement,
application ou rejet. Lesinsecticides, les herbicides, les fongicides, les larvicides employés contre la
lamproie marine et les agents de traitement des déversements de pétrole sont des produits chimiques
qui se retrouvent dans |'environnement.

Produit toxique de référence - Produit chimique étalon utilisé pour évaluer la sensibilité des organismes
soumis al'essal afin d'éablir les limites de confiance des données de toxicité recueillies sur une
substance a expérimenter. Dans la plupart des cas, on procede a un essai de toxicité sur un produit
toxique de référence afin d'évaluer la sensibilité des organismes au moment de I'étude d'une
substance a expérimenter, ainsi que la précision des résultats obtenus par e laboratoire pour ce
produit.

Sédiment - Substance naturelle formée de particules qui ont été transportées au fond d'une masse d'eau
et qui sy sont déposées. [Dans certaines sections du présent rapport, ce terme est employé, adesfins
de commodité, pour désigner aussi des substances assimilées telles que des sols et des boues
résiduelles d'installations industrielles et municipales.]

Solution mere - Solution aqueuse concentrée de la substance a expérimenter. Des volumes mesurés de
la solution mére sont gjoutés al'eau de dilution afin de préparer les solutions d'essai aux
concentrations requi ses.

Substance - Type particulier de matiére ayant des propriétés relativement uniformes.
Témoin - Dans |e présent rapport, semploie de la méme fagon que le terme «contréle» (cf. ci-dessus).
Termes detoxicologie

Aigu - Qui alieu dans un bref intervalle par rapport aladurée de vie de I'organisme; il Sagirait d'un
intervalle de |'ordre de quel ques minutes pour des bactéries, et généralement de quatre jours ou
MOIiNS pour des poissons.

CES50 - Concentration efficace 50 (ou Médiane). |l sagit de la concentration d'une substance dans |'eau
gu'on estime qui cause un effet particulier chez 50 % des sujets qui y sont exposés. L'effet pourrait
étre |étal mais est généralement sublétal. La CE50, comme la CI50, sapplique a un effet de type
«tout ou rienx», car chague sujet exposé doit étre classé comme ayant cet effet ou ne |'ayant pas.
L'effet doit étre précisé, et souvent aussi la durée d'exposition, par exemple «CE5S0 pour I'échec dela
reproduction apres deux mois» ou «CE50 pour les réactions d'évitement». Ce terme ne sapplique
pas a une réduction d'un certain pourcentage d'une fonction donnée chez un organisme ou un groupe
d'organismes; en conséquence, on ne devrait pas |'utiliser au sujet de I'essai Microtox (cf. «Clp»).
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Clp - Concentration inhibitrice pour un pourcentage d'effet donné. 1l sagit d'une estimation ponctuelle
de la concentration alaguelle la substance a expérimenter provogue une réduction donnée d'une
fonction biologique mesurable, comme la production de lumiéere par des bactéries ou la croissance de
poissons, par rapport a ce qu'on observe chez de témoins. Cette expression devrait étre appliquée a
tout essai toxicologique qui sert a mesurer la variation d'un phénoméne mesurable, comme le taux de
reproduction, la vitesse de croissance ou la fréguence respiratoire. (L'expression CE50, ou
concentration efficace 50, ne sapplique pas a des essais de cette nature parce qu'elle est limitée ades
résultats de type «tout ou rien», comme le fait d'estimer que 50 % des organi smes exposes a cette
concentration subiraient un effet particulier, tandis que les autre 50 % ne manifesteraient aucun
effet.)

CL50 - Concentration |étale 50 (ou médiane). Il sagit de la concentration d'une substance dans |'eau
gu'on estime |étale pour 50 % des organismes qui y sont exposés. La CL50 et ses limites de
confiance a 95 % sont généralement obtenues par analyse statistique de la mortalité a plusieurs
concentrations d'essai, apres une durée d'exposition donnée. Cette durée doit étre précisée (p. ex.,
CL50 apres sept jours). Cerésultat ne peut pas étre employé avec |'essai Microtox.

Essai detoxicité - Détermination de |'effet d'une substance sur un groupe d'organismes choisis, dans des
conditions définies. Un essai de toxicité aguatique permet généralement de mesurer soit le nombre
d'organismes touchés par I'exposition a des concentrations particuliéres de produits chimiques,
d'eaux usées, de milieux récepteurs ou de liquides provenant de sédiments ou de substances solides
assimilées (effet de type «tout ou rien»), soit I'intensité des effets observés (effet mesurable). L'essal
sur les bactéries luminescentes doit étre considéré comme un essai de toxicité a résultat mesurable,
car il ne sert pas a établir la proportion des bactéries qui sont directement touchées, mai plutét le
degré de réduction d'une fonction physiologique chez des groupes de bactéries.

Essai statique - Essai de toxicité pendant lequel les solutions d'essai ne sont pas renouvel ées.

Evaluation d'identification de |a toxicité - Prétraitement systématique d'un échantillon (p. ex.,
ajustement du pH, filtration, aération), suivi d'essa detoxicité. Cette évaluation permet de définir
les agents qui sont les principaux responsables de latoxicité dans un mélange complexe. L'essai de
toxicité peut étre [étal ou sublétal.

Létal - Qui entraine lamort par action directe. On entend généralement par «mort» la cessation de tous
les signes visibles de mouvement ou d'activité.

Résultat - Variable (p. ex., le délai, laréaction des organismes soumis al'essai) indiquant la fin d'un
essai; mesure ou valeur dérivée caractérisant |'effet de la substance a expérimenter (concentration
létale, CL5O, €tc.).

Sublétal - Nocif pour un organisme vivant, mais en deca du niveau qui entraine directement la mort
pendant la durée de I'essai.

Toxicité - Capacité propre d'une substance de provoquer des effets nocifs chez des organismes vivants.
Les effets pourraient étre |étaux ou subl étaux.
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Section 1

Introduction

1.1 Contexte

Au Canada et ailleurs, on se sert d'essais de
toxicité aquatique pour mesurer, prévoir et
contréler le rejet de substances qui pourraient
étre nocives pour les organismes aquatiques. On
ne peut sattendre a ce qu'un seul organisme ou
une seule méthode d'essai répondent aux besoins
d'une démarche globale en matiére de
conservation et de protection de I'environnement.
C'est pourquoi le Groupe intergouvernemental
sur latoxicité aguatique

(cf. annexe A), a propose |'élaboration et l1a
normalisation d'une série d'essais de toxicité
aquatique qui seraient généraement acceptables
et qui permettraient de mesurer différents types
d'effets toxiques chez des organismes
représentatifs de différent niveaux trophiques et
groupes taxonomiques (Sergy, 1987). Un
de toxicité sur des bactéries luminescentes était
I'un des essais de toxicité aguatique qu'on a
choisi pour aider arespecter les exigences
d'Environnement Canada en matiéres d'essais’.

Le présent rapport decrit les méthodes
universelles qui sappliquent a tout sur des
bactéries luminescentes. 1l présente également
des ensembl es particuliers de conditions et de
méthodes, prescrits ou recommandés lorsqu'on
applique cet al'évauation de différents
types de substances (a savoir des échantillons de
produits chimiques, d'effluents, de lixiviats,
d'éutriats, de milieux récepteurs et de sédiments
ou d'autres substances solides) (cf. figure 1). Les
méthodes et conditions particulieres applicables a
la conduite de I'essai et a sanormalisation sont

! Suivant la recommendation du Groupe
intergouvernemental sur latoxicité aquatique, on adéja
publié cing méthodes relatives a des essais portant sur des
poissons et des crustacés (Environnement Canada, 1990a,
1990b, 1990c, 1992a et 1992b).

définies et, au besoin, expliquées dans des notes
en bas de page.

Bien que I'on puisse dire de fagon générale que
cet essai vise amesurer laluminescence d'une
souche bactérienne, les méthodes exposees ci-
aprés ne sappliquent qu'au seul systéme d'essai
qui était disponible dans |e commerce au Canada
au moment de la rédaction du présent rapport?,
soit I'essai MicrotoxM°. Laméthode d'essai
décrite ci-aprés est la propriété exclusive de la
société Strategic Diagnostics Inc. (antérieurement
Microbics et AZUR Environmental Corp.) de
Carlsbad (Cdifornie).

DI fournit des instructions détaill ées pour
I'exécution de |'essai; e présent rapport ne les
remplace pas, maisil les résume plutét afin d'en
faciliter I'apprentissage, de fournir des conseils
utiles et de les compléter. Les méthodes d'essai
que I'on peut obtenir chez SDI et aupres

d'organi smes gouvernementaux ou
internationaux n'abordent pas nécessai rement
toutes les questions telles que la manipulation de
différents types d'échantillons, I'gjustement du
pH, la modification des méthodes en fonction des
objectifs des essais ou des types d'échantillons,
ou encore |e traitement des échantillons qui
contiennent des quantités importants de matieres
solides ou flottantes.

Les documents méthodol ogiques existants
décrivent généralement des méthodes applicables
al'anayse d'échantillons d'effluents ou de
produits chimiques, maisils ne fournissent
parfois qu'un minimum de renseignements sur
['analyse d'échantillons de lixiviats, d'éutriats, de
milieux récepteurs et de sediments ou de solides
assimilés.

2 Une méthode et des produits semblables et compétitifs
(LUM 1StoxM©) sont maintenant commercialisés en Europe.



M éthodes univer selles

Stockage des bactéries et des réactifs
Reconstitution du réactif bactérien
Préparation des solutions d'essai
Ajustement du pH, au besoin
Produits toxiques de référence
Mise en route de |'essai
Observations pendant |'essai
Résultats

Correction photométrique (coul eur
et turbidité)

Calculs

Considérations juridiques

Questionstraitées dans chacune des quatr e catégories ci-dessous
* Etiquetage et stockage des échantillons
* Préparation des solutions d'essai

Produits chimiques

* Propriétés chimiques
* Mesures chimiques

Effluents, lixiviats
et dutriats

Milieux récepteurs

 Contenants pour les

échantillons

Transport des

échantillons

e Mesuressur les
échantillons

* Sites marins et estuariens

Sédiments et
solides assimilés

Transport des
échantillons

Mesures sur les
échantillons

Essais sur lesliquides
dérivés

Choix del'eau de
dilution

Essais «en phase solide»
Installations

M éthodes spéciales

Figurel  Schémadeladémarche adoptée pour définir lesconditions et méthodes d'essai
adaptées a différentstypes de substances




En décrivant les méthodes figurant dansle
présent document, on sest efforcé de mettre en
bal ance des considérations scientifiques,
pratiques et financiéres, en plus de veiller ace
gue les résultats soient assez exacts et précis pour
lamajorité de leurs cas d'application. Les auteurs
ont suppose que le lecteur connait déja, dans une
certaine mesure, les essais de toxicité aguatique.
Lelecteur netrouverapasici dinstructions
explicites sur chaque détail, car il peut les obtenir
dans les guides Microtox.

12 L'essai et |'espéce bactérienne
utilisée

L'essai Microtox utilise une souche particuliere
de la bactérie marine Vibrio fischeri® pour la
détermination de latoxicité d'échantillons. Cette
bactérie émet de lalumiére au cours de son
processus métaboligue normal, et I'on mesure sa
luminescence au moyen d'un photodétecteur
normalisé, dans des conditions définies. La
diminuation de laluminescence aprées 5, 15 ou 30
min d'exposition sert de mesure de la toxicité.

L'essai detoxicité Microtox a été préparé
commercialement et mis en vente pour la
premiérefois en 1978. A I'heure actuelle, il se
vend et est utilisé dans |e monde entier, et il
existe une vaste documentation scientifique
portant sur cet essai et ses résultats (Bulich,
1986; Microbics, 1989a). Les chercheurs
canadiens Kaiser et Ribo (1988) ont rassemblé
une bangue de données toxicol ogiques de grande
envergure sur I'essai Microtox. L'essai de

bi oluminescence bactérienne ne se limite pas aux
polluants en milieu aguatique; par exemple,
I'USP (United Sates Pharmacopeia) envisage de
sen servir pour analyser des substances utilisées
dans lafabrication de contenants pour des

311 existe de nombreuses souches de cette bactérie, et I'on
sait que certaines d'entre €lles difféerent des autres quant a
leur sensibilité aux substances toxiques. Pour |'essai
Microtox, SDI1* achoisi lasouche NRRL B-11177,
déposée au Northern Regional Research Laboratory a
Peoria, lllinois (E.-U.).

médicaments et des instruments médicaux (USP,
1989).

L 'existence de données de toxicité obtenues
antérieurement grace a cet essai, sa sensibilité
éprouvée aux polluants en milieu aquatique et sa
tres grande accessibilité, puisque c'est une
technigue normalisée, en font un choix logique
comme outil d'analyse pour leslaboratoires
canadiens’. L'essai Microtox afait I'objet
d'études comparatives avec 50 autres essais a
petite échelle (Munkittrick et Power, 1989); il a
€té reconnu comme étant «tres utile pour
I'analyse préliminaire d'échantillons sur le
terrain», et il aobtenu une cote élevée de
«validité sur le plan environnemental» (c.-a-d., de
concordance avec les effets globaux observés
chez des poissons et des crustacés). Au moins
une province a adopté une méthode Microtox
normalisée (BNQ, 1987), et d'autres provinces
disposent de documents non officiels décrivant la
méthode dans ses grandes lignes (cf. 1.2.1). En
Colombie-Britannique, on choisl |'essai Microtox
pour surveiller, troisfois par semaine, les
effluents de certaines usines de pétes a papier.

L'essal est particulierement utile pour le
dépistage ou la surveillance en raison de sa
rapidité, de sasimplicité, du faible volume des
échantillons et de son colt minime, une fois que
I'on dispose du photométre ou analyseur
(Analyzer®). 1l convient al'évduation dela
toxicité a court terme d'effluents urbain ou
industriels, de lixiviats, d'éutriats, d'eaux de
surface dans des zones de mélange, de produits

4 . . .

L'utilisation de cet essai ne constitue nullement une
recommendation de la part d'Environnement Canada ou de
I'un ou l'autre de ses laboratoires.

*Dansle présent rapport, on a adapté en frangais la
terminologie utilisée par SDI pour les réactifs,
I'appareillage et la marche a suivre. Toutefois, pour
permettre a l'utilisateur de travailler plus facilement avec
les guides de SDI, qui ne sont disponibles qu'en anglais,
chaque terme est suivi, a sa premiére occurrence ou plus
fréguemment au besoin, de son équivalent anglais (en
italique et entre parentéses).



chimiques, de substances toxiques libérées par
des sédiments ou des sols et, en fait, de toutes les
substances qui pénétrent dans I'eau a partir de
sources diverses. Avec l'essai Microtox, on peut
également analyser directement des échantillons
de sédiments ou d'autre substances semi-solides
comme les boues résiduelles d'installations
municipales ou industrielles; I'essal aaussi éé
recommandé pour |'analyse des sols de sites de
déchets contaminés (EPA, 1987, 1989c). On
pourrait I'employer pour évaluer les progres dela
détoxication ou de la biodégradation de
substances toxiques.

L'essal est pratique parce qu'il n'est pas
nécessaire de conserver une culture de bactéries
vivantes, on achéte des bactéries lyophilisées que
I'on peut entreposer pendant plusieurs mois, tout
comme un réactif chimique. Cette caractéristique
rend I'essai Microtox pratique pour des

comparai sons chronologiques de latoxicité
mesurée sur le terrain aune usine ou un endroit
donné. Larapidité del'analyse et la possibilité de
faire de nombreux essais sans beaucoup de frais
supplémentaires facilitent |la mise en oeuvre de
vastes programmes de dépistage de latoxicité
d'effluents ou de produits chimiques, de
détermination des constituants toxiques d'un rejet
complexe, ou d'autres recherches de grande
envergure. Par exemple, I'essai a été utilisé lors
de relevés sur de grandes sections du fleuve
Saint-Laurent (Kaiser et al., 1988a).

En généra, lasensibilité de cet essai équivaut a
celle d'essais de |étalité aigué portant sur des
poissons (Munkittrick et Power, 1989;
Munkittrick et al., 1991). Comparativement aux
essais de |étalité portant sur latéte-de-boule, la
truite et la daphnie, I'essai Microtox est a peu
prés aussi sensible aux composés organiques
purs, aux eaux usées urbaines et aux effluents
industriels les plus toxiques, maisil est souvent
moins sensible aux produits toxigques
inorganiques et aux pesticides (Munkittrick et
Power, 1989; Munkittrick et al., 1991).

Par rapport a un essai sur une espéece particuliere
de poisson ou d'autre organisme pluricelulaire,
I'essai Microtox peut présenter une variation
importante de la sensibilité a une substance
toxique donnée; dans certaines cas, on obtient
des différences de quelque cent fois, en plus ou
en moins (Munkittrick et al., 1991). Celane
constitue pas nécessairement un désavantage, car
les microorganismes sont parfois au nombre des
espéces les plus sensibles dans | es écosystemes
aguatiques, et I'on recommande de toujours en
utiliser pour les évaluations de la toxicité (Sloof
et al., 1983). Cette recommandation est
conforme al'excellent principe qui prévoit
I'utilisation d'une série d'essais de toxicite. Pour
certaines substances toxiques, I'organisme le plus
sensible peut étre un invertéoré ou un
microorganisme, tandis que pour d'autres, ce sera
un poisson ou une plante. Pour protéger un
écosystéme aquatique, on devrait donc disposer
de renseignements sur latoxicité chez divers
organismes. |l sensuit naturellement que I'on ne
devrait pas sattendre a ce gu'un type d'organisme
permette de prévoir la sensibilité d'un autre type
d'organisme. Il nefaudrait pas supposer qu'un
essai Microtox permettra de prévoir les résultats
d'un essai avec latruite, ou qu'un essal avec la
truite permettra de prévoir les résultats d'un essai
Microtox. Il faudrait plutot considérer que
|'absence d'un corrélation de ce genre prouve
encore davantage qu'il est souhaitable d'effectuer
des essais sur divers organismes.

Vibrio fischeri est un organisme marin, et I'essai
Microtox se fait normalement & une salinité de

2 %o, obtenue par |'addition al'échantillon d'une
solution d'gjustement de la salinité (ou de NaCl)
et par I'utilisation d'une eau de dilution ou diluant
(Diluent) dont lasalinité est de2 %. La
bioluminescence de la bactérie est aussi éleveée a
une salinité de 2 % que dans de |'eau de mer non
diluée, dont lasalinité est d'environ 3,5 %;
toutefois, elle varie |égerement al'intérieur de cet
intervalle, I'intensité maximal e étant observée a
2,7 % (Krebs, 1983). Par conséguent, on peut
analyser des échantilllons d'eau de mer non



diluée s on le désire, maisil est important
d'effectuer le test a une salinité d'au moins 2 %.

Il se pourrait que latoxicité d'une substance
donnée en eau douce soit différente de celle
mesurée en eau salée et que les résultats de |'essai
Microtox conviennent peut-étre moins bien ala
protection des eaux douces. Cependant, la
plupart des substances toxiques communes ont la
méme toxicité chez les organismes d'eau douce
gue chez les organismes marins, lorsque chague
organisme est étudié dans son propre milieu
(Sprague, 1985). L'expérience prouve que |'essal
Microtox donne généralement des résultats de
toxicité semblables a ceux des essais de |étalité
aigué portant sur des organismes d'eau douce
(Blaise et al., 1987; Munkittrick et al., 1991); il
compte donc parmi les outils d'éude de la
toxicité en eau douce. L'addition de sucrose, au
lieu de sels pour gjuster la pression osmotique
des solutions pourrait Savérer un choix pertinent
pour les anayses de toxicité en eau douce (cf.
4.8.4).

Au Canada, on peut se procurer chez Strategic
Diagnostics Inc.® les guides techniques, la souche
bactérienne spécifique, les fournitures et le
matériel requis pour I'essai Microtox. Les
premiers guides préparés par Microbics sont
inclus dans laliste des références (Microbics,
1988a, 1988b et 1989b); |a société apublié
récemment un guide misajour et complet
(Microbics, 1992). Un manuel d'instructions
plus ancien (Beckman, 1982) fournit des détails
utiles concernant certains aspects des essais.
Divers documents sur les applications de |'essai
(«Microtox Application Notes») sont énumérés

6 |es numéros de tél éphone et de télécopieur pour
communiquer avec SDI sans frais a partir du Canada sont
respectivement 1-800-544-8881 et 1-302-456-6782.
L'adresse de la société est : Strategic Diagnostics Inc.
Corporation, 2232 Rutherford Road, Carlsbad, California
92008-8883, U.S.A. La mention de produits commerciaux
et de leurs fournisseurs ne constitue nullement une
recommendation de la part d'Environnement Canada ou de
I'un ou l'autre de ses laboratoires; ces renseignements sont
fournis pour lacommodité du lecteur.

dans |la section des références (cf. Microbics,
1983), et certaines applications particulieres sont
traitées dans les guides généraux (Microbics,
1989h); elles concernent des sujets précis, dont
une méthode rapide de dépistage, |es effluents
complexes et les eaux souterraines. On peut se
procurer, chez SDI, une vidéocassette de
formation qui constitue un guide utile pour
I'exécution de l'essai. Une bibliographie énumere
les travaux de chercheurs qui ont utilisé et évalué
I'essai Microtox (Microbics, 1989a).

Le Québec possede une méhode Microtox
officiedlle (BNQ, 1987). Des guides techniques
ont été produits par deux organismes du
gouvernement de I'Alberta, soit I'Energy
Resource Conservation Board (Alberta, 1986) et
le ministére de I'Environnement (Alberta (1987).
En Alberta, I'essal Microtox est utilisé
couramment pour analyser des extraits
d'hydrocarbures, des liquides de forage, des sols
et des sédiments, ains que des produits
chimiques et des eaux. Un comité officieux
d'utilisateurs de I'essal Microtox dans I'Ouest
canadien (Western Canada Microtox Users
Committee) a effectué des essais comparatifs
inter laboratoires et afacilité la normalisation.
Le ministére de I'Environnement de la Colombie-
Britannique posséde un document d'orientation
interne relatif acet essai. Environnement Canada
a également préparé un guide méthodologie sur
le sujet (Dutka, 1988). Une bréve description
d'un mode opératoire normalisé a été préparée
par un centre d'essais de I'Environmental
Protection Agency de Etats-Unis (EPA, 1989).
En Allemagne, laversion préliminaire d'une
méthode normalisée (DIN, 1989) fournit des
instructions générales concernant |'utilisation
d'un photomeétre et |a préparation de solutions.
Les instructions contenues dans le document
allemand correspondent ala méhode Microtox,
sans mentionner le nom de cette méthode ni la
soci été Strategic Diagnostics Inc.; toutefois, on'y
précise que les bactéries lyophilisées sont
vendues commercialement. Tous ces documents
ont été utilisés au cours de la préparation du
présent rapport et, en général, ils décrivent tous
la méme méthode.



Section 2

Organismes soumis a |'essai
2.1 Espece

L es organismes soumis a cet proviennent
d'une culture normalisée et appartiennent a une
souche particuliere de Vibrio fischeri, appelée
«NRRL B-11177». Cette bactérie vit
normalement dans les océans et produit
continuellement, en présence d'une quantité
suffisante d'oxygene, une lumiére bleu-vert
résultant de réactions enzymatiques.

2.2 Source et conservation

On peut se procurer la culture bactérienne
normalisée chez DI. D'aprés DI, les bactéries
proviennent d'une souche génétiquement
homogene; elles sont récoltées au cours de la
phase exponentielle de croissance puis
lyophilisées (c.-&d. déshydratées a basse
température et sousvide). On achételes

bactéries sous cette forme, en petits lots dans des
contenants scellés dont chacun peut servir a des
essais pendant au moins 2 h aprés la
reconstitution des bactéries au stade actif’.

Lorsque le contenant de réactif bactérien
(Bacterial Reagent) lyophiliseé est conservé dans
un congélateur a-20° C, son contenu demeure
stable pendant un an (Microbics, 1989b). La
durée de stockage peut étre constante; il ne
faudrait donc pas utiliser de réfrigérateurs ou de
congél ateurs a dégivrage automatique ou «sans
givre».

On ramene les bactéries au stade actif ou vivant
de réactif reconstitué (Reconstituted Reagent) en
y g outant une solution de reconstitution
(Reconstitution Solution) et en haussant leur
température jusqu'a’5° C.

" Pour plus de renseignements sur la durée de travail utile
des bactéries reconstituées, cf. 4.3.1.



Section 3

Systeme d'essai
3.1 Principes del'essai et variabilité

Des sous-échantillons de réactif bactérien
reconstitué sont mis en présence de diverses
concentrations de I'échantillon, araison d'environ
un million de bactéries dans chague cuvette. On
postul e gue toute action toxique des substances
présentes dans I'échantillon influe sur les
processus métaboliques des bactéries et que
I'inhibition de la bioluminescence est
proportionnelle al'effet sur le métabolisme.
Cette inhibition est mesurée et exprimeée sous
forme de CI50 (soit la concentration qui
provogue 50 % d'inhibition®) aprés des durées
d'exposition déterminées (5, 15 ou 30 min, ou
toutes ces durées).

3.1.1  Limiteset reproductibilité

On effectue alamain toutes les manipulations de
['échantillon et des bactéries. Lareconstitution
des bactéries, le maniement du micropipetteur, le
mélange des solutions, etc, dépendent donc de
I'habileté de I'analyste. Lavariabilité des
volumes transférés par un bon analyste pourrait
étre al'origine d'une incertitude d'environ 1 %
des mesures photomeétriques. Un autre pour cent
de variation pourrait étre attribuable aux
variations géomeétriques dans la fabrication des
cuvettes (Beckman, 1982).

Le ministére de I'Environnement du Québec
(BNQ, 1987) aeffectué des essais et a établi, a
partir de 236 résultats, que les valeurs minimale

8 Dans tous les documents provenant de SDI, dans la
documentation scientifique américaine en général et,
souvent, dans des ouvrages canadiens, la C150 est appel ée
atort CE50 (cf. Glossaire). A I'avenir, il est certain que
cette erreur sera corrigée, puisque I'ASTM (American
Society for Testing and Materials) reconnait I'exactitude du
terme Cl et en préconise |'utilisation pour les essais

appropriés.

et maximale qui peuvent étre mesurées tout en
étant significatives sur le plan statistique sont
respectivement de 17 et de 83 % d'inhibition de
la bioluminescence. Dansle méme ouvrage, on
fixelalimite de détection a 12 % d'inhibition.

Lavariabilité de I'essai Microtox est faible en
comparaison de celle des autres essais de toxicité
en milieu aquatique. Dans une série de 81 essais
effectués avec un produit toxique de référence (le
laurylsulfate de sodium), e coefficient de
variation global aété de 18 % (Bulich et al.,
1981)°. Pour chacun destrois lots de bactéries
employés lors de ces essais, les coefficients de
variation individuels se situaient entre 6 et 10 %.
Bien que les essais aient été exécutés par trois
personnes avec trois photometre différents, on n'a
pas observeé de différences importantes dans les
résultats. Dans une autre étude, pour une série
d'essais répétés, I'écart moyen absolu des CI50
pour huit produits chimiques organiques a été de
10 % (Curtis et al., 1982). Trois |laboratoires ont
effectué, pour I'Association pétroliere du Canada,
des essais qui ont donné un coefficient de
variation moyen de 11 % (Strosher, 1984).
Munkittrick et Power (1989) résument ces
comparaisons et d'autres en établissant une liste
de coefficients de variation moyens qui vont de 2
a 30 %, sauf dansle cas des essais avec des
métaux, ou le coefficient moyen est de 60 %.

3.1.2 Interférence et autreslimitations

La couleur vive d'un échantillon,
particulierement e rouge ou brun, peut faire
obstacle alatransmission delalumiére et, ains,
aux mesures de latoxicité. Ce facteur pourrait

’c. Bastien, du ministére de I'Environnement du Québec, a
obtenu des coefficients de variation similaires (de 15 a 20
%) au cours d'essais effectués avec ce méme produit
toxique de référence sur une période de quatre ans.



étre important dans le cas de certains effluents,
par exemple ceux des usines de péate et papier.
On peut alors effectuer un calcul de correction
photométrique aprés un essai complémentaire
exécuté avec la cuvette de correction
photométrique (Colour Correction Cuvette),
comme le prévoit la sous-section 4.9.

Laturbidité résultant de la présence de matieres
en suspension peut également réduire la
transmission de la lumiére et augmenter les
mesures de latoxicité. Laméthode de correction
photométrique mentionnée ci-dessus peut étre
utilisée dans le cas de particul es sombres qui
absorbent lalumiere, mais elle est inefficace dans
le cas de particules blanches qui lareflétent. La
concentration la plus forte d'échantillon qu'on
analyse avec latechnique Microtox normale est
de 45 % (cf. 4.2.2). Si I'échantillon est peu
toxique, un anayste pourrait vouloir effectuer
I'essai avec un échantillon non dilué ou presque.
On peut le faire al'aide de la technique spéciale
décritealadivision 4.8.3.

Les durées d'exposition sont quelque peu
arbitraires, comme dans tous les essais de
toxicité, et I'on doit juger des temps appropriés.
Laplupart des essais Microtox se font en 15 min.
L'action du phénol est compléte aprés 5 min; la
meilleure mesure de sa toxicité est donc la CI50
aprés 5 min d'exposition. Dans le cas des métaux
bivalents, la bioluminescence peut continuer a
décroitre apres 15 min d'exposition ou plus. Pour
les échantillons dont on ne connait pas les
constituants toxiques, il faudrait donc prendre
des mesures aprés plusieurs durées d'exposition
normales, puis retenir celle qui convient le
mieux. Lameilleure durée d'exposition serait
celle qui setermine lorsgque I'inhibition de la
bioluminescence se stabilise, ou immédiatement
aprés, c'est-a-dire celle qui nelaisseala
substance toxique que le temps nécessaire pour
exercer son action au maximum.

3.2 Appareillage

On peut exécuter cet dans un laboratoire
ordinaire, propre, sous un éclairage norma. Il ne
faudrait prévoir des installation spéciales qu'en
fonction du degré de danger li€ aux échantillons
ou aux produits chimiques a expérimenter ou du
risque de contamination des échantillons.

3.2.1 Photométre

On pourrait mesurer |a bioluminescence al'aide
de divers photométres, dont un photométre
standard relié a un bain-marie (Dearborn, 1986)
ou un photométre a ATP comme celui qui a été
évaué par Awong et al. (1989). Lesanayseurs
de toxicité de AZUR (Microbics Toxicity
Analyzers), les modéles 2055 et 500, sont
toutefois bien congus pour exécuter les S
avec diligence dans des conditions control ées.
On décrit ci-apres le mode d'emploi de ces
appareils, qui sont illustrés alafigure 2 dela
page 10 (modéle 2055) et alafigure 4 de lapage
37 (modéle 500). Lasection 4 décrit des
méthodes générales ainsi que les méthodes
particulieres qui sappliquent au modele 2055.
Etant donné que bien des opérations sont
manuelles dans | e cas de ce modéle, |a section 4
vise ainformer I'utilisateur des diverses étapes de
I'analyse. Dans le cas du nouveau modele 500,
beaucoup d'opérations sont automatiques; les
méthodes qui lui sont applicables sont décrites
dans la section 5.

Avec |'analyseur de toxicité de modele 2055, on
mesure la bioluminescence des bactéries au
moyen d'un photomultiplicateur a deux niveaux :
1X (pas de multiplication) et 10X (muliplication
par 10). L'analyseur est plus qu'un photometre,
puisgu'il contient toutes les cuvettes nécessaires
pour un et qu'il maintient leur contenu aune
température présélectionnée. Des circuits sont
intégrés de fagon a permettre des mesures de la
température dans les parties de I'appareil qui
contiennent les solutions d'essai et |es bactéries.
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Figure2 Aspect del'analyseur detoxicité de AZUR (Microbics Toxicity Analyzer) de modée
2055 et del'enregistreur graphique. En haut delafigure, on peut voir I'analyseur de
toxicité, adroite, avec sa «tourelle» qui dépasse du dessus de |'appareil et, a gauche, un
enregistreur graphique. En bas, on trouve un schéma de la surface supérieure de |'anal yseur,
ou se trouvent les puits destinés arecevoir les cuvette d'essal.



On trouvera, au bas de lafigure 2, un schémade
la surface de travail de l'analyseur de modéele
2055, que toue analyste doit bien connaitre. Les
15 cercles numérotés de A1 a C5 représentent les
puits d'incubation, ou I'on peut incuber les
témoinsa 15+ 0,3° C. Le puit réfrigéré
(Precooling Well) maintient la solution de
reconstitution (Reconstitution Solution) et le
réactif bactérien a une tempérautre de 3a5° C.
Le puit de latourelle (Turret Well) est I'endroit
ou se fait la mesure de la bioluminescence; on
doit y placer les cuvettes atour de réle.

322 Autre matériel
Le matériel nécessaire al'exécution de ces essais
comprend également :

Un congéateur ou un réfrigérateur pour
I'entreposage des réactifs. Le congélateur
devrait pouvoir conserver son contenu a
-20° C, et le réfrigérateur a une température
se situant entre 2 et 8° C. On ne devrait pas
choisir des appareils a dégivrage
automatique.

a)

b) UnpH-métre.

Un compteur areboursou un
chronométre. (L'enregistreur graphique
peut également servir de compteur; c'est un
procédé plus facile et une méthode plus
sire.)

d) Unenregistreur graphique ou un systeme
d'enregistrement sur ordinateur. On
peut relever lesvaleursdela

bi ol umi nescence directement sur

I'analyseur de toxicité et les noter, maisil
est avantageux d'utiliser un enregistreur.
Un modéle de 25 cm, monoplume et a
levier manuel conviendrait parfaitement.

10 3D1 offre un enregistreur graphique compatible, le n°
686008; auparavant, la société recommandait |'enregistreur
Beckman de modéle 2055 comme appareil complémentaire
pour son analyseur de modéle 2055.
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Laversion 6.0 du logiciel de SDI permet
d'enregistrer les données directement a
I'aide d'un ordinateur en remplacement de
I'enregistreur dans le cas du nouvel
analyseur de modéle 500 (cf. section 5) et
dans le cas des analyseurs de modéle 2055
qui sont pourvus de l'interface nécessaire.

Une calculatrice ou un ordinateur. Les
résultats des essais peuvent étre traités
avec commodité en BASIC ou sur un
ordinateur personnel compatible IBM; on
peut se procurer lelogiciel requis chez
DI. Il est également possible de traiter
les données avec une calculatrice
programmable Sharp de modéle EL-5150;
toutefois, cet appareil est maintenant retiré
du marché.

3.2.3 Fournitures
Desrécipientsvolumétriquesen verre
borosilicaté (lavés al'acide) pour le
traitement des petits échantillons.

b) Des cuvettes d'incubation jetables en
verre, mesurant 12 mm sur 50 mm. On
les emploie comme contenants d'essai pour
placer les diverses dilutions dans
I'analyseur.

Une cuvette de correction
photométrique (Colour Correction
Cuvette). C'est une cuvette réutilisable, a
double paroi, qui sert ala correction des
valeurs de la bioluminescence dans le cas
des échantillons colorés ou turbides.

3.2.4 Organismes et réactifs
Les organismes et |es réactifs nécessaires sont les
suivants:

Uneréserve deréactif bactérien
(Microtox Reagent ou, plus récemment,
Bacterial Reagent). On se procure les
bactéries de SDI, dans de petits contenants
scellés renfermant environ 100 millions
d'organismes lyophilisés. On devrait les

a)



b)
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entreposer dans un congélateur, qui peut

convenir pour au moins un an, ou dans un
réfrigérateur, pour une durée indéterminée

mais beaucoup plus courte. Losrsque les

bactéries sont réactivées, DI les désigne

par |'expression «réactif reconstitué»
(Reconstituted Reagent). d)

Une solution de reconstitution
(Reconstitution Solution ou Recon). |l
sagit d'eau distillée exempte de produits
toxiques (Microbics, 1989b), qui est
utilisée pour réactiver les bactéries au début
d'un essai. On peut I'obtenir en contenants
scellés chez DI. I ne faut pas la congdler,
mais on peut la conserver un an aune
température de 2 48° C, ou pour une durée
indéterminée mais plus courte ala
température de la piéce.

Undiluant (Diluent). Il sert adiluer les
échantillons pour obtenir les concentrations
désirées. On peut sen procurer chez DI; il
contient 2 % de chlorure de sodium dans de
I'eau purifiée, et on peut

I'entreposer dans les mémes conditions que
la solutions de reconstitution. Pour les
essai s «en phase solide», on emploie un
«diluant en phase solide» spécia (Solid
Phase Diluent) (cf. 9.3.1).

Une solution d'ajustement de la pression
osmotique Microtox (Microtox Osmotic
Adjustment Solution (MOAS)). C'est une
solution de chlorure de sodium a 22 %, qui
est utilisée pour amener la salinité des
échantillons au niveau souhaité. On
effectue généralement I'essai aune salinité
d'un échantillon d'eau douce en y gjoutant
cette solution, araison d'une partie par 10
parties d'échantillon. Les exigences
d'entreposage sont les mémes que pour la
solution de reconstitution.

Du chlorure de sodium (NaCl de qualité
analytique, 99 %). On peut |'utiliser, au
besoin, pour amener lasalinité d'un
échantillon alavaleur désirée aux fins de
I'essai.



Section 4
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M éthodes univer selles

Les méthodes décrites dans la présente section
ont été congues pour I'analyseur Microtox de
mdéle 2055. Beaucoup de notions et de
méthodes général es établies pour le modél e 2055
sappliquent également au nouvel analyseur de
modele 500 mis sur le marché par SDI au début
de 1989. Les méthodes varient toutefois au
niveau des détails, et beaucoup d'étapes sont
automatisées dans le nouveau modéle (cf. section
5). Les méthodes de la présente section
conviennent atous les essais décrits dans les
section 6,7,8 et 9 pour des produits chimiques,
des eaux usees et des sédiments ou des soudes
assimilés. Tous les aspects du systeme d'essai
décrit dans la section précédente doivent lui étre
intégrés. Laliste de contréle sommaire des
conditions et des méthodes d'essai
recommandées que donne le tableau 1 ne
présente pas seulement |es méthodes qui sont
congues pour des types particuliers de substances
aexpérimenter.

On trouveraci-apres un bref résumédela
méthode. On soumet al'essal une série de
dilutions de I'échantillon et un ou plusieurs
témoins. On mesure la bioluminescence dans les
cuvettes de réactif bactérien reconstitué avant
I'addition de I'échantillon (solution d'essai), puis
apres 5 et 15 min d'exposition, et parfois aprés 30
min ou plus si I'on se trouve en présence d'agents
toxiques a action lente. On corrige lesvaeurs
mesurées en fonction des changements survenus
dans les témoins (composés de diluant non
toxique), pour tenir compte de ladérive dela
bioluminescence avec le temps et des faibles
effets dus aladilution du réactif bactérien au
moment ou |'on gjoute I'échantillon. On analyse
la courbe dose-€effet, et I'on estime
mathématiquement la concentration qui provoque
une inhibition de 50 % de |a bioluminescence.

Le résumé qui suit est divisé en catégoires et ne
présente pas nécessairement |'ordre
chronologique le plus efficace pour I'exécution
desessais. Lesguidesde SDI fournissent des
instructions dans |'ordre chronol ogique.

4.1 Caractéristiquesdel'échantillon
causant del'interférence

4.1.1 Couleur, turbidité et particules flottables
Il faut vérifier lacouleur et laturbidité de
I'échantillon a expérimenter, parce que ces deux
facters peuvent modifier les mesures de la
bioluminescence. Il est difficile de donner des
valeurs numeériques précises pour les niveaux
critiques de facteurs variables comme ceux-ci,
mais la technique facultative de correction
photométrique de Microtox est assez simple a
exécuter (cf, 4.9), et I'analyste devrait y recouvrir
sil ale moindre doute sur latransmission de la
lumiere.

Si laturbidité provogue une réflexion de la
lumiére, cette technique de correction
photométique ne convient pas. |l est préférable
d'extraire les matiéres en suspension
responsables de laturbidité, puis d'évauer la
toxicité résiduelle de la partie liquide de
I'échantillon. Le filtrage pourrait étre une
technique satisfaisante, maisil faudrait vérifier le
type defiltre a uiliser al'aide d'un essai Microtox
portant sur du diluant ayant passé dans le filtre.
Selon Microbics (1988b), certains appareils ou
papiers filtres peuvent augmenter latoxicité de
fagcon mesurable, parfois en raison des agents
mouillants gjoutés aux filtres. Un papier filtre
pourrait également adsorber des substances
toxiques, lesretirant ainsi du filtrat de
['échantillon. On peut réduire la quantité de
matieres en suspension par centrifugation ou par
guelques heures de décantation.
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Tableau 1 Liste de controdle des conditions et méthodes d'essai recommandées

METHODES UNIVERSELLES

Type d'essal
Espéce
Appareillage

Eau de contrble/
dedilution

Température

pH

Couleur, solides
ou particules

flottables

Oxygéne/aération

Préparation des
solutions d'essal

Observations
Résultats
Produit toxique

de référence

Validité de I'essai

Statique, d'une durée de 5 ou 15 min, ou encore de 30 ou 60 min, au besoin.
Vibrio fischeri, souche NRRL B-11177.
Photomeétre SDI, de modéle 2055 ou de modél e 500 automatisé.

Solution normalisée de 2 % de NaCl dans de I'eau pure (diluant); on peut aussi utiliser du
sucrose au lieu du NaCl pour augmenter la sensibilité al'ammoniac et a certains métaux.

15+0,3° C.

Pas d'ajustement lorsque le pH de I'échantillon se situe entre 6,0 et 8,5; en dehors de cet
intervalle, gjustement facultatif, selon le but visé.

Correction photométrique en présence d'une couleur vive ou de particules foncées; retrait
des solides péles; dans |e cas des particules flottables, exécution de I'essai sur le liquide
sous-jacent.

Habituellement, pas d'aération des échantillons ou des concentrations a expérimenter; si la
teneur en oxygene dissous est inférieure a 40 % ou supérieure a 100 %, on peut opter pour
une préaération de I'échantillon ou de toutes les solutions d'essai pendant au plus 20 min.

Laplus forte concentration est habituellement de 45 %, chaque concentration inférieure
correspondant ala moitié de la précédente; on peut aussi exécuter des ssur des
échantillons non dilués ou presque ou sur d'autres concentrations en séries logarithmiques.

Bioluminescence au temps zéro, puis 5 et 25 min apres |'introduction de I'échantillon;
parfois, aprés 30 min ou plus d'exposition.

CI50 apres 5 et 15 min, et toute autre durée appropriée.

Choix de produits toxiques de référence, soumis a des essais mensuellement et sur chaque
nouveau lot d'organismes; le phénal, le zinc, le bicarbonate de potassium et le lurylsulfate
de sodium sont recommandés.

Pour étre valide, I'estimation numérique de la Clp devrait se fonder sur des concentrations
ou I'on observe des valeurs d'inhibition de |a bioluminescence supérieures et inférieures a
lavaeur alaClp.

PRODUITS CHIMIQUES

Solvants

Concentration

Seulement dans des cas spéciaux, tout comme les autre agents de solubilisation (p. ex.,
les dispersants).

Mesure de la concentration dans la solution mére (souhaitable, mais non obligatoire).



14

EFFLUENTS, LIXIVIATSET ELUTRIATS

Transport et
stockage

Eau de contrble/
dedilution

Lorsque les échantillons sont chauds (plus de 7° C), les ramener entre 1 et 7° C sur de la
glace ou des sacs réfrigérants. Les échantillons doivent étre transportés dans |'obscurité
entre 1 et 7° C (de préférence a4 + 2° C) et étre stockés a4 + 2° C; ilsne doivent pas
geler. Lesessais devraient commencer dansles 24 h et doivent commencer dansles 72 h
suivant le prélévement ou I'extraction.

Diluant normal, comme dans les METHODES UNIVERSELLES, on peut choisir de I'eau
de mer non contaminée dans | e cas des effluents rejetés en milieu marin ou des élutriats
préparés au moyen d'eau mer.

MILIEUX RECEPTEURS

Transport et
stockage

Eau de controle/
dedilution

Comme pour les effluents, leslixiviats et les élutriats.

Dans |e cas d'eaux douces de surface, procéder comme dans les METHODES
UNIVERSELLES, dans le cas d'échantillons d'eau marine, gjuster la salinité du diluant
ou utiliser de I'eau de mer non contaminée; dans le cas d'eaux estuariennes, amener la
salinité du diluant a celle de I'échantillon, si celle-ci est supérieure a2 %.

SEDIMENTS OU AUTRES SOLIDES

Transport et
stockage

Préparation de la
substance a
expérimenter

Sédiment de
référence

Appareillage

Eau de contrble/
dedilution

Observations

Résultats

Comme pour les effluents, leslixiviats et les élutriats.

Séparer |'eau de porosité des solides par centrifugation; si on le désire, effectuer un essai
avec |'eau de porosité ou un extrait agueux, comme dans le cas des effluents.

Essai effectué en paralléle avec un sédiment non contaminé ayant des propriétés

physi co-chimiques sembl ables.

Photomeétre de modéle 500, ou de nodéle 2055 pourvu d'une interface avec un ordinateur.
Diluant en phase solide (Solid-Phase Diluent) normalisé.

Comme dans les METHODES UNIVERSELLES, sauf que la durée d'exposition est de

25 min et que la bioluminescence des bactéries exposées au sédiment de référence sert

également de valeur au temps zéro pour toutes les concentrations.

Comme dans les METHODES UNIVERSELLES; on cacule la Cl50 al'aide du programme
de DI relatif aux essais en phase solide.




Il n'existe pas de méthodes recommandeées pour
résoudre e probléme des matieres flottantes ala
surface del'échantillon. Il n'est pas possible de
placer des dispositifs de mélange dans les
cuvettes, ou sur celles-ci pendant I'essai. Toute
tentative d'homogénéi ser |es liquides contenant
des matiéres flottantes pendant toute la durée de
I'essai pourrait provoquer laformation de
gouttel ettes en suspension qui nuiraient ala
transmission de lalumiére. 1l incombe donc a
['analyste de juger de latechnique a utiliser en
fonction du type de matiére en cause. On peut
soit effectuer un essai avec le liquide sous-jacent,
soit tenter d'homogénéiser la suspension, la
premiére option étant recommandée.

412 pH

Les essais de toxicité devraient normalement se
faire sans gjustement du pH*. Toutefois, on
devrait mesurer le pH de I'échantillon avant
I'exécution de I'essai. |l se peut que I'échantillon
risque d'amener le pH d'une solution d'essai a une
valeur se situant en dehors de l'intervalle de 6,0 a
8,5%, ou que |'on souhaite évaluer des produits

1 Une raison de ne pas modifier le pH de I'échantillon ou
de la solution est que la valeur du pH peut influer fortement
sur la toxicité de la substance a expérimenter, si I'on en
juge par les résultats d'essais effectués sur des poissons et
desinvertébrés. Latoxicité pourrait diminuer (p. ex., dans
le cas de I'ammoniac, lorsqu'un pH alcalin devient neutre)
ou augmenter (p. ex., dans le cas du zinc, ou une eau acide
ou alcaline est neutralisée). Pour les concentrations
(généralement) faibles d'eaux usées qu'on trouve dans les
milieux récepteurs apres dilution, toute modification du pH
causée par la substance a expérimenter (et toute
modification concomitante de la toxicité) pourrait étre
acceptée comme partie intégrante de la pollution. C'est
pourquoi on en arrive ala conclusion que le pH ne devrait
pas étre ajusté au cours des essais.

12 Microbics (1988a) indique qu'un pH se situant entre 6,3
et 7,8 ne provoque aucune diminution de la
bioluminescence. Cet intervalle est élargi dans le présent
rapport, pour deux raisons. Premiérement, Krebs (1983)
présente un graphique ou la variation de la
bioluminescence ne dépasse pa 5% dans tout intervalle de
pH compris entre 5,5 et 9,0. Deuxiemement, Vibrio
fischeri est un organisme marin; or, dans les océans, le pH
a une valeur moyenne de prées de 8,1 (Thurman, 1975)\, il
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chimiques toxiques plutét que I'effet du pH lui-
méme ou |'effet modificateur du pH sur la
toxicité des substances présentes dans
I'échantillon; on devrait alors gjuster le pH d'une
aliquote de I'échantillon avant de Sen servir®,
On pourrait aussi faire un deuxiéme essai en
paraléle, avec gjustement du pH.

Pour ce deuxiéme essal, le pH intial de
I'échantillon pourrait, selon les objectifs de
I'essai, étre ramené a une valeur correspondant, a
0,5 unité pres, au pH du diluant ou a celui de
I'eau de mer naturelle. Selon une autre démarche

atteint fréquemment une valeur de 8,3, et l'intervalle
normale est de 7,5 a 8,5, que I'eau soit sauméatre ou sal ée.
Puisque les laboratoires d'Environnement Canada
effectuent sans doute des essais sur des échantillons d'eau
de mer qui ont regu des eaux usees, il est nécessaire que la
limite supérieur du pH pour I'exécution d'essais soit d'au
moins 8,3, parce que cette valeur pourrait étre une
condition naturelle des échantillons. Aux fins du présent
rapport, la limite supérieure a été fixée a une valeur
|égérement plus élevée; I'intervalle recommandé de 6,0 a
8,5 a été choisi parce qu'il se situe, a 0,5 unité pres, a
I'intérieur de l'intervalle d'effet nul déterminé par Krebs
(1983). On pourrait dans certains cas avoir des raisons
d'ajuster le pH al'intérieur de I'intervalle recommandé,
dont les raisons d'ordre toxicologique exposées dans la
présente section.

Ble principe qui justifie un tel ajustement n'est pas en
contradiction avec le raisonnement précédent selon lequel
on accepte un pH divergent en tant que partie intégrante de
la pollution, maisil s'appuie sur le but de I'essai. En effet,
certains produits chimiques et eaux usées entrainent des
niveaux de pH ayant des effets sublétaux ou |étaux directs,
particuliérement dans les cas d'essais de surveillance ou de
conformité portant sur des effluents non dilués. Il semble
peu probable qu'un analyste cherche essentiellement a
savoir si un pH extréme est toxique, étant donné que ce pH
pourrait n'étre pas représentatif des conditions qu'on
observerait aprés une dilution, méme modérée, dans le
milieu récepteur. Si le pH en soi présentait un intérét
prépondérant, on pourrait I'évaluer économiquement par
des mesures physico-chimiques. L'analyste cherche
souvent a savoir si des substances toxiques sont présentes
dans les eaux usées et, pour ce faire, il faudrait éliminer
tout masquage d a une action létale du pH. Ce principe
conduit al'utilisation d'échantillons a pH ajusté, de la
méme facon qu'on normalise la température et la salinité a
des niveaux favorables dans les essais de toxicité.



admissible, on peut ramener le pH de
I'échantillon aune vaeur de 6,0 26,5 (Sil est
inférieur a6,0) ou de 8,0 a8,5 (Sil est supérieur a
8,5)". Des solutions d'acide chlohydrique (HCI)
ou d'hydroxyde de sodium (NaOH) detitre
inférieure ou égal a1 N devraient normalement
étre utilisées pour toutes |es opérations
d'gjustement du pH. Certaines situations (p. ex.,
des effluents a pouvoir tampon élevé) pouraient
nécessiter |'utilisation de teneurs supérieures
d'acide ou de base, pour éviter une modification
considérable du volume de I'échantillon gjusté.

L'gustement du pH peut provoquer la
précipitation de solides dissous qui pourraient
influer sur les mesures de |a bioluminescence
pendant les essais; il faudrait surveiller
|'apparition de ces précipités et essayer de régler
le probléme au besoin. (cf. 4.1.1).

Abernethy et Westlake (1989) fournissent des
ligne directrices utiles pour |'gjustement du pH.

Il faudrait laisser sSéquilibrer, aprés chague
addition d'acide ou de base, les aliquotes
d'échantillons faisant I'objet d'un ajustement du
pH. Le délai nécessaire pour atteindre I'équilibre
dépend du pouvoir tampon de I'échantillon. Pour
les échantillons d'effluents, il est recommandé de
prévoir une durée de 30 & 60 min pour
I'gustement du pH (Abernethy et Westlake,
1989).

Losgu'on effectue I'essai de toxicité pour mieux
comprendre la nature des substances toxiques

14 |_addition d'un acide ou d'une base & un échantillon
d'effluent, de lixiviat ou d'élutriat non dilué peut altérer de
facon significative I'ionisation de certaines substances
toxiques (p. ex., I'ammoniac, les acides résiniques et le
zinc) et détruire I'intégrité de I'échantillon al'essai. Si I'on
décide d'ajuster le pH, il faudrait le faire avec soin juste a
I'intérieur des limites fixées (soit, dans les cas présent, de
6,0 a 8,5), ou obtenir une valeur correspondant, a 0,5 unité
prés, au pH du diluant ou de I'eau de mer. |l faudrait éviter
les ajustements excessifs, particuliérement la neutralisation,
qui consiste a augmenter ou a diminuer le pH jusqu'a une
valeur de 7,0.

présentes dans un échantillon d'effluent, de
lixiviat, d'éutriat ou de milieu récepteur, on
utilise souvent I'gjustement du pH, en
conjonction avec un certain nombre d'autres
techniques (p. ex., I'oxydation, le filtrage,
I'extraction al'air et I'addition d'agents
chélateurs), pour caractériser latoxicité de
['échantillon. Mount et Anderson-Carnahan
(1988) comptent I'gjustement du pH parmi neuf
techniques d'évaluation d'identification de la
toxicité qui, lorsqu'on les applique a des
échantillons agueux de toxicité aigué, constituent
une méthode utile pour déterminer la nature
physi co-chimique des substances toxiques et leur
sensibilité ala détoxication.

4.1.3 Oxygénedissous et aération
Habituellement, on ne procede pas a l'aération
des échantillons ou des solutions d'essai
préparées. Ce traitement n'est pas considéré
comme étant nécessaire pour |'essai Microtox™,
mais on peut décider delefaire™®. Seulement
lorsgue lateneur en oxygene dissous mesurée
dans I'échantillon ou dans une aliquote d'une

% pjusieurs laboratoires canadiens notent, tout comme
SDI, gu'une faible teneur en oxygéne, du moment qu'elle
est d'au moins 1 mg/L, ne semble pas influer sur les
résultats de I'essai Microtox. On pense généralement
gu'une manipulation normale des échantillons et une
dilution ordinaire de moitié avec des solutions aérées
fournissent suffisamment d'oxygéne pour |'essai, méme si
I'échantillon n'en contient pas assez.

16 Beaucoup des méthodes d'essai biologique publiées par
Environnement Canada (p. ex., 1990a, 1990b, 1990c,
199243, 1992b) exigent une aération sil y a carence ou
sursaturation en oxygene, et I'option offerteici est
semblable a la méthode exigée pour ces essais. Cette
option permet aun laboratoire d'exécuter, s'il le souhaite,
un essai Microtox a l'aide de techniques aussi semblables
que possible a celles qui sont employées dans d'autres
essais. Par exemple, I'aération peut éliminer des produits
chimiques volatils d'une solution ou augmenter leur taux
d'oxydation ou de dégradation, ce qui modifierait la
toxicité de la solution. Si I'on procédait ainsi pour un essai
sur latruite arc-en-ciel, par exemple, un analyste pourrait
souhaiter exécuter un essai Microtox de la méme maniére.
Par ailleurs, on pourrait faire deux essais Microtox, avec et
dans préaération, pour déterminer I'effet de ce traitement.



solution d'essai, au moment de sa préparation, est
inférieure a40 % ou supérieure a 100 % de
saturation en air, on pourrait aérer |'échantillon
ou toutes les solutions'” avant la mise en route de
I'essai (préagration).

L'aération devrait étre assurée par des bullesd'air
comprimé exempt d'huile, produites au moyen
d'un pipette en verre jetable; elle devrait sefaire
au débit minimal requis pour |'aération du
récipient particulier et du volume de liquide en
cause. Ladurée delapréaération devrait étre
limitée a20 min ou, Si cette durée est plus courte,
au temps voulu pour obtenir 40 % de saturation
en air dans|'échantillon ou dans la solution
d'essai de la concentration la plus élevée (ou 100
% de saturation, Sil y avait sursaturation). Toute
préaération doit étre signal ée dans le proces-
verbal del'essal (cf. section 10).

4.2 Préparation del'essai

4.2.1 Préparation del'analyseur detoxicité
a) Sassurer que lestempératures du puit dela
tourelle (Turret Well) et de I'incubateur
(Incubator) sont de 15+ 0,3° C. Si cen'est
pas le cas, les gjuster al'aide du bouton de

réglage de latempérature (TEMP SET).

b) Régler le photodétecteur a 10X
(multiplication). Tourner le bouton de
I'étendue (SPAN) au maximum.

c) Sassurer que l'interrupteur de haute tension
(HV) est en marche. 1l devrait I'étre quelques
minutes avant qu'on passe au point d).

d) Vérifier quele photodéteceur indique bien
000 et que le voyant du signe « moins »

Y Dans I'essai Microtox, il n'y aurait habituellement qu'une
seule solution d'essai que I'on pourrait aérer, et ce serait
celle de la concentration la plus élevée, ou |'échantillon lui-
méme. Les concentrations inférieures seraient obtenues par
dilution dans les cuvettes.

clignote. Dansle cas contraire, I'guster a
000 al'aide au bouton ZERO.

€) Exécuter un contrdle d'étalonnage. Régler
I'étendue (SPAN) a4, puis appuyer sur le
bouton CAL CHECK, qui allume une
minuscule lumiére normalisée dans le puit de
latourelle. L'appareil devrait afficher une
valeur entre 80 et 120; s C'est le cas,
commencer |'essai en laissant |es boutons dans
la méme position.

f) Mettre I'enregistreur en marche et gjuster la
vitesse de défilement du papier a 1 cm/min.
Ajuster laplume azéro et vérifier quele
photomultiplicateur de I'analyseur de toxicité
indique toujours 000. On peut alors fermer
I'enregistreur jusgu'au moment approprié.

0) Mettre de nouvelles cuvettes dans chaque puit
qui serautilisé. Tous les puits devraient
contenir des cuvettes; on peut laisser dans leur
puit les cuvettes qui ont été employéeslors
d'un essai précédent et ne servant pas pour
I'essai en cours.

h) Si I'une des indications de |'appareil n'est pas
comprise dans I'intervalle prévu ci-dessous,
consulter le guide Microtox pour prendre une
mesure corrective.

4.2.2 Préparation de solutions d'essai

La plupart des contenants et des outils de mesure
utilisés pendant les essais (p. ex., les cuvettes et
les pointes en plastique des micropipetteurs) sont
jetables, et I'on présume qu'ils sont propres et
préts al'emploi au moment ou on les obtient. On
pourrait avoir besoin d'autres dispositifs de
mesure, d'agitateurs, etc. pour la manipulation de
I'échantillon, et I'on doit les nettoyer et les rincer
afond conformément aux modes opératoires
normalisés. Comme on sait quelelavagedela
verrerie augmente latoxicité dans |'essai
Microtox, il faut rincer afond; on recommande
également d'effectuer une vérification directe des
effets de chague technique de lavage sur les
résultats del'essai.



Dans le cas des essais d'estimation de la CI50, on
doit préparer au moins quatre concentrations et
un contrdle ou témoin (100 % de diluant). Ces
guatre concentrations représentent le nombre
minimal que I'on doit utiliser pour obtenir une
relation dose-effet adéquate, surtout si le degré
général de toxicité de I'échantillon est inconnu.
Le BNQ (1987) recommande cing
concentrations. Comme pratique courante, on
aurait généralement avantage a utiliser une série
appropriée de six concentrations, qui pourraient
facilement étre placées dans les puits
d'incubation de I'analyseur standard. On utilise
généralement six concentrations et un contréle
dans les laboratoires canadiens, et c'est ce que
nous recommandons. Comme dans les autres
essais de toxicité, les séries de concentrations
normalisées suivent une progression géométrique
ou logarithmique; dans ce dernier cas, chague
concentration correspond alamoitié dela
précédente, la concentration la plus élevée étant
de 45 %, soit la plus forte que I'on puisse utiliser
avec latechnique de base. On décrit ci-dessous
la méthode standard de SDI, qui utilise quatre
concentrations.

D'autre séries de concentrations pourraient mieux
convenir a certains genres d'échantillons et I'on
encourage leur utilisation, sans égard aux
instructions standard données ci-dessous pour
guatre concentrations. Comme variation la plus
simple, on pourrait facilement ajouter des
concentrations plus faibles a une série de
dilutions de moitié, en suivant exactement la
méme méthode de dilution et en placant les
cuvettes additionnelles dans | es puits de larangée
C. Par ailleurs, dans les cas d'échantillons dont
latoxicité est faible ou moyenne, on trouve, dans
certains laboratoires, qu'une sé&rie de six
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concentrations plus rapprochées séchel onant
del8 a45 % est utile pour les essais courants'®,

Voici les étapes de |a préparation des solutions
d'essa :

a) A l'aide d'un micropipetteur, déposer 1000 pL
(1,0 mL) de solution de reconstitution dans la
cuvette du puit réfrigérée (Precooling Well).
(On prépare ainsi lareconstitution
subséquente d'une fiole de réactif bactérien (cf.
4.3.1) en permettant alasolution de
reconstitution d'atteindre la température
désirée pendant les étapes suivantes.

b) Introduire du diluant dans les cuvettes.
Pipetter 1000 pL de diluant dans la cuvette du
puis Al (qui contiendrale témoin) et dansles
cuvettes des puits A2, A3 et A4 (qui
contiendront les dilutions de I'échantillon).
Pipetter 500 pL de diluant dans chacune des
cing cuvettes de larangée B.

c) Préparer |'échantillon d'une concentration
(possible®) de 45 % dans la cuvette A5 eny

18 Cette suggestion vient de M .R. Salahub, d'Edmonton
(Alberta). Par exemple, on pourrait obtenir une série de
concentrations presque logarithmique (valeurs de 18, 22,5,
31,5, 38,25 et 45 %) de la fagon suivante : a) ajuster au
niveau requis la salinité d'une aliquote d'échantillon en 'y
ajoutant de la solution MOAS; b) déposer dans les cuvettes
de larangée A des volumes de 0,80, 1,0, 1,2, 1,4, 1,7, et
2,0 mL de cet échantillon ajusté; ¢) porter les volumes dans
les cuvettes a 2,0 mL avec du diluant; d) suivre la méthode
standard de transfert dans les cuvettes de larangée B. A
noter que les anciennes versions du logiciel congu pour
I'analyseur de modéle 500 étaient limitées a des dilutions
de moitié; cette restriction n'existe plus dans la nouvelle
version 6.0 (cf. 5.2).

19 Dans la documentation et les anciens guides, on affirme
que la concentration maximale serait de 45,45 %, mais ce
n'est pas exact dans le cas de la méthode standard.
L'échantillon a une concentration initiale de 90,91 % dans
la cuvette A5. On le dilue de moitié dans la cuvette A4, ce
qui donne un échantillon & 45,45 %, mais ce dernier n'est
pas utilisée pour I'essai. Voici un exemple de calcul avec
la concentration la plus forte : on gjoute 0,5 mL
d'échantillon 2 90,91 % provenant de la cuvette A5 0,5 mL
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gjoutant 200 pL de solution MOAS, puis 2000
pL (2,0 mL) d'échantillon. Méanger en
aspirant cinq foisdu liquide dansle
micropipetteur de 500 pL utilisé pour I'addition
d'échantillon, puis en le remettant dans la
cuvette. Jeter 200 pL du liquide.

d) Préparer lesdilutions dansles cuvettes A2 a
A4. Transférer 1000 pL delacuvette A5 ala
cuvette A4, puis mélanger avec le
micropipetteur. Transférer ensuite 1000 pL
deA4aA3, puisde A3aA2, enutilisant la
méme technique. Aprés avoir mélangé le
contenu de la cuvette A2, jeter 1000 pL de
liquide de fagon a obtenir le méme volume
(1,0 mL) que danslacuvette Al et les
cuvettes A3 a A5; on assure ainsi un
traitement paralléle des concentrations, y
compris la stabilisation de latempérature
dansles puits. Attendre encore 5 min pour
permettre au contenu des cuvettes d'atteindre
la bonne température.

4.3 Miseen routedel'essai

4.3.1 Reconstitution du réactif bactérien®

a) Prendre unefiole de réactif bactérien dansle
congélateur. Procéder immeédiatement ala
reconstitution en mélangeant bien les
bactéries lyophilisées avec la solution de
reconstitution provenant du puit réfrigéré : il
faut retourner rapidement la cuvette de

de réactif dans la cuvette B5. Dés ce moment, I'essai de
toxicité commence et la concentration dans la cuvette B5
est la suivante :

90,91 % - 0,5/(0.5 + 0,01) = 45,004 %

L es concentrations plus faibles obtenues ensuite sont des
dilutions de moitié a partir de cette concentration, et ce
sont les valeurs que I'on utilise dans le présent rapport.
2 on gagne habituellement du temps en reconstituant le
réactif bactérien au début des préparatifs et en apprétant les
solutions a expérimenter selon les instructions de la
division 4.2.2 pendant la période d'attente de 15 min (point
43.1c)).

solution de reconstitution et en verser vite
le contenu dans la fiole de réactif, car une
addition lente peut provoquer lalyse des
bactéries. Faire tournoyer rapidement la
fioletroisou quatre fois, puisen verser le
contenu dans la cuvette qui contenait la
solution de reconstitution et placer cette
cuvette dansle puit réfrigéré. Méanger a
nouveau son contenu en |'aspirant al'aide
d'une pipette propre de 500 pL, puisenle
remettant dans la cuvette; répéter 20 fois
cette opération. Le réactif reconstitué qui
se trouve maintenant dans la cuvette du
puit réfrigéré suffit en théorie dl'exécution
de 20 essais standard. La bioluminescence
devrait demeurer forte pendant 2 h. Si I'on
prévoit dutiliser le réactif plus lontemps, il
est conseillé d'inclure un produit toxique
de référence dans I'essai et de surveiller
tout indice d'une diminution de la

bi ol uminescence™.

2L | e réactif bactérien reconstitué continue a émettre de la

lumiére pendant quelques heures. La période maximale
d'utilisation des bactéries est variable. Dans Beckman
(1982), on affirme que « l'intensité et la stabilité de la
bioluminescence du réactif Microtox demeureront
satisfaisantes plusieurs heures aprés la reconstitution ». On
précise également que le mélange des bactéries dans les
cuvettes (cf. 4.3.1 b)) « devrait commencer dansles 5 min
qui suivent la reconstitution », parce que la sensibilité des
bactéries a certaines substances toxiques pourrait changer
avec le temps écoulé aprés la reconstitution. Dans des
documents récents, on mentionne que « la sensibilité du
réactif demeure essentiellement la méme pour une période
de 2 h apres la reconstitution » (Microbics, 1989b), ou «
pendant 1 a 2 h aprés la reconstitution », avec une
surveillance de la sensibilité pour toute utilisation d'une
durée supérieure, au moyen d'un essai normalisé avec du
phénol (Microbics, 1991b). Qureshi et al. (1983) indiquent
que les essais devraient commencer dans I'heure qui suit la
reconstitution; ils ont constaté que la sensibiliité augmente
apres cette période, a mesure que la bioluminescence
diminue.

Lorsqu'on utilise I'analyseur de toxicité de modéle 2055, on
peut estimer la viabilité du réactif nouvellement reconstitué
par une mesure de la bioluminescence 10 min aprés la
reconstitution; on devrait obtenir un valeur de 80 ou plus,
lorsque la sensibilité est réglée a 1X et que I'étendue
(SPAN) est réglée au maximum (Microbics, 1988a). Les



b) Placer leréactif bactérien dilué dansles
cuvettes delarangée B. Ajouter 10 pL du
réactif reconstitué (environ un million de
bactéries) dans chacune des cing cuvettes de
larangée B, qui contiennent déja du diluant.
(L'addition des bactéries doit se faire sous la
surface du diluant, comme le prévoient les
principaux guides Microtox.)

c) Attendre 15 min pour que la bioluminescence
atteigne une valeur relativement stable
(décroissant lentement).

4.3.2 Mesures au temps zéro

On doit mesurer |a bioluminescence au temps
zéro dans les cuvettes de larangée B avant dy
gjouter I'échantillon, et I'essai de toxicité débute.

a) Fermer latourelle et mettre I'enregistreur
graphique en marche. Placer lacuvette B1
dansle puit de latourdle et procéder ala
mesure de |a bioluminescence, en gustant la
sensibilité de I'analyseur de toxicité de fagon
aobtenir une valeur se situant entre 80 et 90.

b) Indiquer le temps zéro sur le papier graphique
en appuyant sur le bouton CAL CHECK de
['analyseur de toxicité. Mesurer
immédiatement la bi ol uminescence au temps
zéro dans les cuvettes B1 4 B5, en les plagant

guides n'indiquent pas si I'on peut se servir du méme critére
pour déterminer le moment ou le réactif reconstitué n'est
plus utilisable.

Des utilisateurs de I'essai Microtox ont indiqué que I'on
peut employer le réactif pendant 4 a6 h, a condition de
contrdler adéguatement (de fagon périodique) la
performance et les résultats. Certains utilisateurs analysent
les échantillons en double, incluant un produit toxique de
réference dans chaque essai, ou ont recours a ces deux
méthodes alafois. Les analystes qui utilisent I'analyseur
de toxicité de modéle 2055 devraient également surveiller
les changements dans le réglage de I'étendue (SPAN) au
début de I'essai, le degré d'ajustement du SPAN nécessaire
entre les essais, et les rapports des témoins. 1l est
recommandé de prendre ces précautions, et surtout
d'effectuer les essais avec un produit toxique de référence,
si le réactif bactérien est utilisé aprés une période de 2h.

atour deréle dansle puit delatourelle. SDI
désigne ces mesures par « |, », ce qui
signifie «bioluminescence au temps zéro ».
Les valeurs obtenues devraient se situer
entre 80 et 100.

c) Méanger immeédiatement 500 pIL
provenant de chacune des cuvettes de la
rangée A au contenu de la cuvette
correspondante de larangée B, C'est-a-dire
deAlaBl, deA2aB2, etc. (Cette étape
marque le début officiel del'essai de
toxicité. On laisse reposer les cuvettes
jusqu'aux mesures photométrigques aprés 5
min, 15 min, etc.). Suivrel'ordre croissant
de concentration indiqué ci-dessous afin de
pouvoir utiliser laméme pointe pour le
micropipetteur. Les concentrations exactes
d'échantillon dans les cuvettes de larangée
B sont maintenant les suivantes, et I'on
devrait les consigner au proces-verbal de
I'essai.

B1= 0,0 % (Contréle ou témoin)
B2= 563%

B3= 113 %
B4= 225%
B5= 450%

4.4 Observations et mesures

On devrait mesurer la bioluminescence dans
chacune des cuvettes B1 a B5, 5,0 min aprées
I'addition du liquide provenant de la cuvette
correspondante de larangée A. Procéder pour les
cuvettes delarangée B de la méme maniere que
pour les mesures au temps zéro, et dans|'ordre ou
I'on afait le mélange entre les cuvettes des
rangées A et B (cf. 4.3.2). |l faudrait prendre
soin d'effectuer la mesure pour chague cuvette
exactement 5 min apresqu'elle arecgu leliquide
provenant de larangée A. |l ne doit se glisser
aucune erreur sequentielle dans les durées
d'exposition due a |'exécution plus rapide ou plus
lente des opérations apres 5 min, par rapport ala
vitesse au moment du mélange. SDI désigne par



« g » les valeurs de la bioluminescence aprés 5
min.

Répéter les mesures aprés 15 min d'exposition
totale.

Des substances toxiques a action lente, par
exemple des métaux bivalents, pourraient étre
présentes dans |les échantillons dont latoxicité est
inconnue. Souvent, il est souhaitable de prendre
une autre mesure apres 30 min d'exposition;
parfois, il pourrait aussi savérer utile d'en
prendre d'autres aprés 45 ou 60 min. En
analysant les séries de mesures, |'analyste peut
déterminer : @) si la bioluminescence diminue
encore de fagon significative (soit de plus de 10
% depuis la derniére mesure), auquel cas on
devrait poursuivre |I'exposition jusqu'a une
nouvelle mesure; ou b) si ladiminuation sest
interrompue, auquel cas on peut mettre fin a
I'essai. Le but est delaisser al'échantillon assez
de temps pour que son effet inhibiteur atteigne un
niveau maximal, sans poursuivre I'exposition
plus longtemps que nécessaire une fois que I'on a
atteint le « plateau » au-deladuquel il n'y aplus
d'inhibition additionnelle appréciable. Etant
donné que les valeurs mesurées pour le témoin
(et pour les concentrations a expérimenter)
diminuent graduellement avec le temps, il faut en
tenir compte lorque I'on évalue les diminutions
dans les cuvettes d'échantillon, et lameilleure
maniére de le faire est la méthode statistique de
calcul delavaeur dey décrite dansla sous-
section 4.5. Detoute maniére, il n'est pas
souhaitable de prolonger |'exposition sans
nécessité, et la CI150 aprés 15 min devrait étre
considérée comme étant lerésultat normal. Dans
des cas spéciaux, les bactéries pourraient
récupérer et |a bioluminescence augmenter apres
une exposition pluslongue; on devrait alors
utiliser les premiéres données.

Si I'échantillon est plus toxique que prévu ou sil
I'est moins, il se pourrait que toutes les
concentrations inhibent la bioluminescence de
plus de 50 % ou de moins de 50 %. Dansles
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deux cas, il faudrait reprendre I'essai avec des
concentrations plus appropriées.

4.5 Résultats et calculs

On doit consigner les mesures de la
bioluminescence. Si I'on utilise un enregistreur
graphique a cette fin, on peut en extraire les
valeurs ultérieurement. L'annexe C contient un
exemple de formulaire d'enregistrement des
données, et la section 10 présente laliste des
points ainscrire au proces-verbal.

Le résultat est la concentration alagquelle on
observe 50 % dinhibition de la bioluminescence,
cest-a-direlaCI50. Pour estimer la CI50 aprés 5
min, on doit effectuer les calculs exposes ci-
apres. On suivrait les mémes étapes pour
calculer lesvaleurs de la CI50 apres 15 ou 30
min.

a) Calculer lerapport du témoin, c'est-a-direla
proportion de la bioluminescence initiale qui
reste dans le témoin apres un temps donné.
On ne fait cette mesure, et la calcul du rapport
correspondant, gu'avec la cuvette B1, soit la
cuvette du controle ou du témoin.

Il se produit naturellement une Iégere
diminution de la bioluminescence au cours de
I'essai. On doit tenir compte de ce facteur
dans |'évaluation de |a perte de lumiére due a
latoxicité. Le rapport du témoin permet de
faire cette correction.

Rapport dutémoin R =1./1,

lumiére émise par le témoin
au temps zéro

lumiére émise par le témoin
apres 5 min

b) Calculer lavaleur dey (gamma), C'est-a-dire
la mesure de la perte de luminescence qu'on
utilise dansle calcul delaCI50. Elleest
cal cul ée séparément pour chague cuvette qui



contient une quantité de I'échantillon a
expérimenter.

Plus précisement, lavaeur de y d'une cuvette
donnée apres une durée d'exposition
particuliére est le rapport entre la quantité de
lalumiére perdu a cause de latoxicité et la
lumiére restante a ce moment®.

vy = (lumiére perdue)/(lumiere restante)

= [(Rs Io) - I5]/|5 = [(Rs Io)/ls] -1

ou: I, [umi ére émise au temps zéro
l; = lumiereémise apres5 min
R, = rapport du témoin

Unevaleur dey égale al'unité (1) indique qu'il y
aeu perte de lamoitié de la production de
lumiére a cause de la toxicité, ce qui correspond
alaCls0.

4.5.1 Estimation dela CI50 al'aided'un
graphique
Lesvaleursdey sont inscrites sur I'axe vertical
d'un papier logarithmique, les concentrations
correspondantes de I'échantillon étant portées sur
I'axe horizontal (Microbics, 1992). Apresavoir
tracé une ligne gjustée al'oell, on détermine la
CI50, qui est la concentration correspondant &
unevaleur dey égale a1,0 (cf. figure 3).

La CI50 devrait étre une mesure d'interpolation,
c'est-a-dire qu'il faudrait observer au moins une
concentration causant plus de 50 % d'inhibition
de la bioluminescence (soit une concentration
supérieure ala CI50) et, au moins une

22| avaleur de vy représente la proportion de lalumiére
perdue par rapport a la lumiére restante. On peut utiliser
une mesure plus simple, comme la quantité absolue de
lumieére perdue a cause de la toxicité, mais on obtient
généralement une meilleure relation linéaire en tragcant un
graphique du logarithme de 'y par rapport au logarithme de
la concentration. Lavaleur de vy est donc préférable pour
décrire la courbe dose-effet et estimer la CI150 ainsi que les
limites de confiance. On trouvera dans Beckman (1982) un
exemple ou les deux méthodes sont comparées.
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concentration causant moins de 50 %
dinhibition. Lasection 4.8.5 contient plus de
détails sur la nécessité de faire une interpol ation
et sur |'utilisation de résultats tels que la Cl20 au
lieu dela CI50.

L'exactitude de cette méthode repose sur
I'habileté de I'analyste a gjuster une ligne al'oeil.
C'est pourquoi il est habituellement souhaitable
de prendre une méthode qui utilise un ordinateur
ou une cal cul atrice comme méthode principale
d'estimation de la CI50 (cf. 4.5.2). Néanmoins,
on devrait intégrer systématiquement une analyse
graphique a chaque essai, pour vérifier la
vraisemblance dela CI50 calculée. La
préparation d'un graphique est particulierement
utile pour détecter, dans les données, des
anomalies qui pourraient inciter afaire une étude
plus poussée ou diminuer lafiabilité des
résultats. Tout écart important entre la C150
caculée et celle que l'on obtient d'apresle
graphique devrait étre résolu.

Si I'on a saisi manuellement les données dans un
ordinateur, I'éablissement d'un graphique ala
main est également utile pour le repérage de
données incorrectes, car toute erreur pourrait
passer inapercue autrement. Lelogiciel de DI
peut afficher les données intermédiaires et
produire un graphique pratique, sur demande. Si
I'on se sert de données saisies manuellement pour
créer un graphique sur ordinateur, on devrait
vérifier les points de données par rapport aux
valeurs observées, pour éviter les erreurs de
saisie et les évaluation anormales de la CI50. De
telles erreurs pourraient étre repérées par une
vérification au moyen d'un graphique tracé
manuellement.

452 Estimation dela CI50 al'aide d'une
calculatrice ou d'un ordinateur
L'analyste pourrait tracer une droite
correspondant au rapport qui existe entrele
logarithme de vy et celui de la concentration par
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Figure3 Exempled'estimation dela CI50 al'aided'un graphiquetracéalamain
sur du papier logarithmique

On peut déterminer sur le graphigue la concentration qui cause 50 % d'inhibition de la bioluminescence
de labactérie Vibrio fischeri. L'exemple hypothétique ci-dessus porte sur quatre concentrations. On
peut déterminer la concentration qui causerait 50 % d'inhibition en partant d'une valeur de 1,0, qui
représente 50 % de réduction, et en se déplacant (ligne pointillée dans le graphique) jusqu'a l'intersection
de ladroite d'ajustement, puis vers le bas jusgu'al'axe horizontal, pour obtenir une CI50 d'environ 28 %.
On pourrait estimer la C150 de laméme fagon si on le désirait, mausil faudrait analyser des

concentrations plus élevées avant d'estimer la CI80 (cf. 4.8.5).



des méthodes mathématiques d'usage courant;
cependant, les guides Microtox ne couvrent pas
ces étapes en détail. 1l semble que le programme
informatique de SDI utilise une méthode de
régression des moindres carrés pour le calcul de
la CI50; on pourrait donc trouver dans tout
manuel de statistique la marche a suivre pour
fairele calcul manuellement. Lesvaleursde y et
des concentrations devraient d'abord étre
transformées en logarithmes naturels ou
décimaux. A noter que les programmes
informatiques de calcul des concentrations |étales
meédianes (CL50) ou des concentrations efficaces
médianes (CE50), que |'on peut se procurer
facilement, Sappliquent uniquement a des
données de type « tout ou rien » et ne peuvent
donc pas étre utilisés avec les données de |'essal
Microtox.

On recommande le logiciel de SDI comme
méthode analytique de choix, éant donné que les
ordinateurs personnels sont tres répandus dans
les laboratoires canadiens. DI fournit ce
logiciel en langage BASIC, qui est compatible
avec les ordinateurs personnels IBM. Lelogiciel
de DI est congu en fonction du nouveau modele
500 de I'analyseur Microtox (cf. section 5), mais
il peut également étre utilisé avec le modéle
2055. Avecle modéle 500, lelogicid transfére
automatiquement a un ordinateur les mesures
photométriques prises au cours de l'essai, et il
peut également le faire avec le modél e 2055 si
celui-ci est doté d'un adapteur congu a cette fin.

Le programme informatique sadapte a diverses
conditions, dont différentes gammes de
concentrations; en fait, il peut traiter les données
de tous les types d'essais étudiés dans | e présent
rapport. |l existe des options d'impression des
étapes intermédiaires des calculs, mais
habituellement, I'imprimé contient des détails sur
la substance analysée, une description des
principales variables de I'essal, les valeurs des
concentrations et de vy, une estimation de la CI50
et de ses limites de confiance, ainsi qu'un
graphique présentant les observations et ladroite
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d'gustement. Lorsgu'on utilise le programme
informatique, il est impératif de vérifier la
vraisemblance des mesures de réduction de la
bi oluminescence et de I'estimation de la CI50.
L'impression des étapes intermédiaires des
calculs aide a effectuer ce controle®.

Danslasection 4.8.5, on explique pourquoi il est
souhaitable de fonder les calculs sur des valeurs
mesurées qui sont supérieures et inférieures a

50 % de réduction de la bioluminescence. Ony
traite également d'autres résultats qui pourraient
Savérer utiles, comme la CI50.

4.6 Produit toxique deréférence

L'utilisation courante d'un ou de plusieurs
produits toxiques de référence est nécessaire a
I'évaluation, dans des conditions d'essai
normalisees, de la sensibilité relative des
bactéries apres reconstitution, de I'exactitude des
techniques de dilution et des autre facteurs
influant sur la précision et lafiabilité des données
obtenues en laboratoire pour ce ou ces produits
(Environnement Canada, 1990d). On devrait
analyser un ou des produits toxiques de référence
au moins une fois par mois ou I'on fait des essais
Microtox ainsi qu'ala premiére utilisation d'un
nouveau lot ou d'un nouvel envoi de réactif
bactérien. Les conditions d'essai et les méthodes
d'analyse devraient étre les mémes que
d'habitude, telles que décrites dans le présent
rapport et dans la documentation de SDI.

23 | e comité des utilisateurs de I'essai Microtox dans
I'Ouest canadien (Western Canada Microtox Users
Committee) a analysé des donnés a l'aide de différents
programmes informatiques et a obtenu des résultats trés
similaires. Toutefois, pour les donnés extrapolées, on
observe plus de variabilité dans les résultats des différents
programmes. Les analystes auraient avantage a effectuer
des vérifications internes par divers méthodes et a
comparer lesurs techniques et leurs résultats avec ceux
d'autres laboratoires par I'entremise de regroupements non
officiels comme le comité des utilisateurs dans I'Ouest.



Les critéres appliqués au choix des produits
toxiques de référence convenant a ces essais sont
les suivants:

» facilité d'obtention du produit al'état pur;

* durée de conservation prolongée (stabilité);
* solubilité élevée dans I'eau;

* stabilité en solution aqueuse;

* risque minimum pour |'utilisateur;

facilité et précision de I'analyse;

courbe dose-effet satisfai sante pour |'essai
Microtox;

influence connue du pH sur latoxicité du
produit, le cas échéant.

Quiatre produits chimiques sont recommandés
comme produits toxiques de référence pour
I'essai Microtox, et les|aboratoires peuvent en
utiliser un ou plusieurs.

Le phénol de qualité « réactif » est I'un de ces
produits. SDI précise que, pour le phénal, la
CL50 apres 5 min pour les valeurs comprises
entre 13 et 26 mg/L devrait étre atteinte a 15° C.
Kaiser et Ribo (1988) ont relevé dans diverses
études 11 valeurs se situant a30 mg/L. La
solution mére de phénol devrait étre préparéele
jour de l'essai.

On peut également utiliser du sulfate de zinc ou
du bicarbonate de potassium comme produits
toxiques de référence, tous deux sétant révelés
satisfai sants dans des laboratoires du Canada.
DI recommande |'utilisation de zinc, la CI50
approximative apres 5 min se situant entre 1,4 et
2,7mg/L a15° C. Lechrome contenu dansle
bichromate de potassium est cancérogene, et il
faudrait le manipuler en prenant certaines
précautions (Environnement Canada, 1990d). Le
laurylsulfate de sodium est un autre choix
possible. Le BNQ (1987) en recommande
['utilisation, les concentrations d'essai suggérées
couvrant l'intervalle de 0,5 a 25 mg/L; Kaiser et
Ribo (1988) ont relevé sept CI50 dont 1a
moyenne géométrique se situea 1,3 mg/L. Cette
substance nefait pas partie de laliste des

produits toxiques de référence recommandés par
Environnement Canada (1990d).

L es concentrations des produits toxiques de
référence dans les solutions méres devraient étre
mesurées au moyen de méthodes chimiques
appropriées (p. ex., APHA et al., 1989). Le
calcul dela CI50 devrait étre fondé sur les
moyennes géomeétriques des concentrations
mesurées, s ces moyennes different sensiblement
(c.-a-d., de 20 % ou plus) des concentrations
nominales et si les analyses chimiques sont
exactes et fiables.

Un carte de contrdle (Environnement Canada,
1990d) devrait étre établie et mise ajour pour
chague produit toxique de référence utilisé. Les
CI50 successives sont portées sur cette carte; on
les examine afin de savoir si les résultats
sinscrivent dans un intervalle de plus ou moins
deux fois|'écart-type des valeurs obtenues lors
des essais précédents. On recalcule la moyenne
géométrique des CI50 est ses limites de contrble
(x 2 fois|'écart-type, selon une base géométrique
[logarithmique]?*) pour chaque CL50 successive
jusgu'a ce que les statistiques se stabilisent (EPA,
1989a; Environnement Canada, 1990d).

Lorsqu'une CL50 sinscrit en dehors des limites
de contréle, leréactif, le systeme d'essai ou la
technique sont suspect. Dans la mesure ou cela
peut se produire 5 % du temps du fait du hasard
seulement, une valeur qui sinscrit en dehors de
ces limites ne signifie pas nécessairement qu'il
faille mettre en question la sensibilité du réactif
ou la précision des données de toxicité produites
par le laboratoire; il Sagit plutét d'un
avertissement que cela pourrait étre le cas. |l
serait sage d'effectuer une vérification minutieuse
de toutes les conditions de détention et d'essai et
d'envisager |'utilisation d'un nouveau lot de
réactif bactérien.

2 Lorsqu'on ne peut obtenir une distribution log-normale
des CI50, il se peut qu'une moyenne arithmétique
accompagnée d'un écart-type se révéle plus appropriée.



Le recours ades limites de contrdle n'indique pas
nécessairement qu'un laobratoire produit des
résultats constants. Un laboratoire qui produirait
des résultats extrémement variables pour un
produit toxique de référence aurait des limites de
controle tres larges; un nouveau point de données
pourrait se situer al'intérieur des limites de
contréle, miasil n'en représenterait pas moins
une variation non souhaitabl e des résultats
obtenus dans les essais. Environnement Canada
(1990d) suggere comme limite, atitre provisoire,
un coefficient de variation de 20 ou 30 %. Cela
semble un intervalle raisonnable, mais, pour
établir une limite des variations admissibles des
résultats, il faudrait accumuler davantage de
données sur lareproductibilité que les
|aboratoires canadiens peuvent atteindre au cours
d'essais Microtox portant sur divers produits
toxiques de référence, dans des conditions d'essai
normales.

4.7 Considérationsjuridiques

Au moment de larédaction du présent rapport,
des essais de toxicité utilisant des bactéries ont
€été imposes a une industrie dans au moins deux
provinces canadiennes. |1l convient donc de
formuler des commentaires sur |'utilisation de
I'essai Microtox ades fins de réglementation. La
détermination des résultats de I'essai adesfins
juridiques dépasse la portée du présent rapport;
on peut toutefois recommander certaines
pratiques générales utiles.

Si les données des s sont suceptibles d'étre
utilisées aux fins de poursuites judicaires, on doit
veiller a ce que les échantillons soumis al'essai
soient recevables en preuve. Pour cela, les
échantillons doivent : étre représentatifs de la
substance échantillonnée; ne pas étre contaminés
par des substances étrangeres; étre identifiés avec
précision (date, heure et lieu d'origin); étre
accompagnés de documents établissant
clairement la chaine de possession; et étre
analysés le plus tot possible apres leur
prélévement. Les personnes responsables de
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I'exécution de l'essai et de larédaction du proces-
verbal doivent assurer la continuité de la preuve
en cas de procédures judiciaires (McCaffrey,
1979) ains que l'intégrité des résultats des essais.

4.8  Ecartspar rapport aux méthodes
de base
48.1 Essai dedéermination del'ordrede

grandeur
Il est généralement utile d'évaluer, par un
préliminaire, latoxicité approximative d'un
échantillon de toxicité inconnue. Les résultats
peuvent démontrer |'a-propos d'un fina a
des concentrations plus faibles que les
concentrations standard, ou dans un intervalle
plus étroit (facteur plus faible entre les
concentrations; cf. 4.2.2).

On peut exécuter rapidement cet
préliminaire de détermination de I'ordre de
grandeur (Microbics, 1983, n° M101; 1988a) en
gjoutant 10 pL d'échantillon a une cuvette
standard contenant, comme dans la méthode de
base, 500 pL de diluant et 10 pL de réactif
bactérient reconstitué; on obtient ainsi une
dilution &2 % environ de I'échantillon. Une
réduction de la bioluminescence de 60 % apres 5
min indiquerait une toxicité extréme de
I'échantillon.

En général, lorsgue la bioluminescence diminue
de 60 % en 5 min au cours de |'essal préliminaire,
on recommande une dilution au dixiéme de
I'échantillon avant les préparatifs habituels de
I'essai Microtox (cf. 4.2). Si laréduction dela
bioluminescence était comprise entre 20 et 60 %
au moment de l'essal préliminaire, on procéderait
aunedilution initiale au cinquieme. L'essai de
détermination de I'ordre de grandeur est
suffisamment rapide pour étre fait pendant la
période de stabilisation de la bioluminescence; il
suffit de préparer quel ques cuvettes
supplémentaires de diluant et de réactif
reconstitué, gue I'on place dans larangée C de
['analyseur.



4.8.2 Répétitions

A titre de précaution, on recommande de

préparer une répétition de la solution de

contréle, car une mesure anormale dans une seule
cuvette témoin fausserait le résultat global .

Si on le désire, on peut préparer des répétitions
des concentrations soumises al'essai d'apres leur
expérience d'ensemble, les |aboratoires canadiens
concluent que celan'est pas nécessaire (cf. 3.1.1).
Les répétitions pourraient étre placées dans les
puits de larangée C et subir les mémes
opérations gque les solutions dans les cuvettes de
larangée A. Danslasection 4.2.2, les
maodifications suivantes seraient apportées ala
méthodes de base. A I'étape b), on gjouterait
1500 pL (au lieu de 1000 pL) de diluant aux
cuvettes A1 aA4. A I'étape c), on gjouterait ala
cuvette A5 3000 pL d'échantillon et 300 uL de
solution MOAS. Laquantité transférée al'étape
d) serait de 1500 pL au lieu de 1000 pL. Au
point 4.3.2 c), on effectuerait ensuite des
transferts dans les cuvettes de larangée C a partir
delarangée A, de laméme fagon et en mesurant
les mémes volumes de liquide qu'on I'afait pour
les transferts dans la rangée B.

4.8.3 Echantillon non dilué

La concentration la plus élevée dans la méthode
de base est de 45 % (cf. 4.2), mais, parfois, un
analyste pourrait souhaiter analyser un
échantillon non dilué ou presque. |l est possible
d'analyser un échantillon d'une concentration de
90 % en omettant |'addition de diluant et en
gjustant lasalinité de I'échantillon avec la
solution MOAS. On peut aussi analyser un
échantillon pratiquement non dilué en n'y
goutant pas de diluant ni de solution MOAS, et
en utilisant des cristaux NaCl de qualité
analytique pour amener sasdinitéa2 %. La
bioluminescence au temps zéro ne peut étre
mesurée dans ce cas, puisque le réactif est gjouté
directement al'échantillon. Ladiminution dela
bioluminescence dans chaque dilution de
I'échantillon est estimée par comparaison avec un
témoin de diluant.

AZUR (Microbics, 1989b) recommande de ne pas
faire d'essais avec des échantillons non dilués
présentant une forte toxicité (c.-a-d. dont la
toxicité est encore mesurable dans des dilutions);
la précision pourrait étre moins bonne, casles
essais sur de tel's échantillons présentent une
sensibilité trés élevée alatechnique employée
par l'analyste.

La méthode d'analyse d'un échantillon non dilué
est en fait trés semblable a celle qui est décrite
aux étapes a) ad) delasection 4.2.2 et aux
étapes a) ac) delasection 4.3.1, maisnous la
répéterons ci-dessous. |l sagit essentiellement de
la méthode décrite par AZUR (Microbics, 1989b),
sauf que I'on utilise une seule série de cuvettes
(A1aAb5). Ontrouveradans Dutka (1988) les
grandes lignes d'une méthode similaire
sappliquant a plusieurs répétitions pour un
échantillon a 99 %.

a) Déposer 1000 pL de solution de
reconstitution dans une cuvette dansle
puit réfrigéré.

b) Mettre 1000 pL de diluant dansles
cuvettesAl, A2, A3 et A4

C) Déposer 200 pL de solution MOAS dans
la cuvette A5, pour I'échantillon a 90 %.

d) Ajouter 2000 uL d'échantillon ala
cuvette A5, mélanger et jeter 200 pL.

e) Transférer 1000 L de A5 aA4 et

mélanger A4.

f) Transférer 1000 uL de A4 a A3 et
mélanger A3.

0) Transférer 1000 L de A3 aA2,
mélanger A2 et jeter 1000 L.

h) Attendre 5 min pour laisser la

température se stabiliser.



i) Reconstituer une fiole de réactif bactérien de
la maniére habituelle (cf. 4.3.1 a)).

j) Faredémarrer le chronomeétre. Transférer 10
ML de réactif reconstitué dans chacune des
cing civettes A1 aA5%, et mélanger dansle
méme ordre al'aide d'un micropipetteur de
500 pL.

k) Aprés5min et 15 min, effectuer une mesure

de la bioluminescence dans chague cuvette et

faire les compilations et les calculs

nécessaires en comparant les cuvettes A2 a

A5 alacuvettetémoin AL. Les

concentrations, en ordre décroissant, sont les

suivantes : 90,0, 45,0, 22,5, 11,3 et 0 %.

Pour analyser un échantillon non dilué, ne pas
mettre de solution MOAS dans |la cuvette A5, a
I'étape c). Déposer plutdt 40 mg de NaCl sec
dans cette cuvette et le dissoudre dans
I'échantillon gjouté. Ne pasjeter de liquide de la
cuvette A5 al'éape d). Laconcentration d'essal
de lacuvette A5 est proche de celle de
I'échantillon non dilué. En raison de |'addition de
réactif, on peut considérer que I'échantillon aune
concentration de 99 %%.

4.8.4 Utilisation de sucrose pour ajuster la
pression osmotique
Lasensibilité du systéme Microtox a certains
métaux et al'ammoniac peut étre accrue par
I'emploi de sucrose, au lieu de chlorure de
sodium, comme base de diluant. SDI (Microbics,
1988c) précise que le facteur de réduction de la
CI50 est de 34 en présence de sels de cadmium,
de 36 en présence d'un sel d'ammoniac et de 15,

B est important que le réactif bactérien ne soit pas
contaminé par I'échantillon toxique par I'intermédiaire du
micropipetteur. 1l faut donc changer la pointe aprés chaque
trasfert.

% Sj la concentration était calculée en fonction de la masse
et corrigée pour tenir compte du sel ajouté, elle serait de
97,1 %.

28

10 et 10 en présence de sels de nickel, de cuivre
et de zinc, mais que la CI50 varie peu en
présence de sels d'arsenic, de chrome et de
mercure. Deplus, le diluant au sucrose ne réduit
pas la sensibilité de I'essai Microtox a d'autres
types de substances toxiques anal ysées (phénoal,
octanol, xyléne et cyanure de potassium).
Ankley et al. (1990) ont confirmé des
augmentations importantes de la sensibilité au
zinc et au nickel en présence de sucrose, maisils
ont observé peu de différences dans le cas du
cuivre et ils ont obtenu des résultats semblables
pour la plupart des 44 effluents non dilués qu'ils
ont soumis al'essai.

Cette adaptation de la méthode Microtox
conviendrait manifestement al'analyse de métaux
et de l'ammoniac al'éat de produits chimiques
purs. Elle pourrait également étre utile comme
complément de la méthode de base dans | e cas
des effluents et des autres échantillons
environnementaux dans lesquels certains métaux
ou |'ammoniac pourraient étre des causes
importantes de toxicite.

Laméthode a utiliser comporte peu de
changements par rapport ala méthode de base.
Au lieu de la solution MOAS, on doit gjouter 2 g
de sucrose solide (qualité ACS) a10 mL de
['échantillon, puis transférer 2 mL de cet
échantillon modifié dans la cuvette A5. Aulieu
du diluant habituel, on ajoute 1000 pL de diluant
au sucrose (solution a 20 % de sucrose) a
chacune des cuvettes A1 a A4, et 500 L a
chacune des cuvettes B1 aB5. On fait ensuite la
série de dilutions, le mélange avec le réactif et la
mesure des résultats en suivant la méhode
générale. Les concentrations soumises al'essai
dans les cuvettes B2 & B5 sont respectivement de
6,19, 12,4, 24,8 et 49,5 %.

485 Autresrésultats

Qu'on estime la CI50 a l'aide d'un graphique ou
encore d'une calculatrice ou d'un ordinateur, il est
possible d'estimer des concentrations causant
d'autre pourcentages d'effet, commelaCl20 ou la



Cl80. Bien quel'on recommande, dans |e présent
rapport, d'utiliser la C150 comme mesure d'effet
standard, on pourrait évaluer les concentrations
causant des pourcentages d'effet différentssi cela
Savérait approprié adesfins particuliéres. On
devrait cependant toujoursindiquer la CI50 dans
le proces-verbal de l'essai, si on peut |'estimer.
Des limites de confiance & 95 % devraient
également étre cal cul ées pour toute estimation a
d'autres pourcentages d'effet. On ne devrait pas
pousser celaal'extréme; il serait illusoire de
tenter de calculer un « seuil de toxicité » tel que
laCl1loulaCl0,1. D'aprés unelongue série
d'essais, dont on aparlé alasection 3.1.1, le
ministére de I'Environnement du Québec a
conclu que 17 % dinhibition de la
bioluminescence est |e pourcentage minimal
pouvant étre quantifié tout en ayant une
signification statistique (BNQ, 1987). Une
réduction de 20 % correspond aune valeur de y
de 0,25, et 1a CI80 correspond a une valeur dey
de 4,0; on trouvera dans Beckman (1982) d'autres
correspondances de ces valeurs.

Les estimations d'une concentration inhibitrice
particuliére (CI50, CI80, etc.) devraient étre
calcul ées uniquement lorsgu'on a obtenu des
pourcentages d'effet a des concentrations
supérieures et inférieures. Danstout essai de
toxicité, le résultat e plusfiable se situe dans
I'intervalle des concentrations qui ont éé
analysées et qui ont fourni des données utiles.

En particulier, il n'est pas souhaitable de faire
une extrapolation en vue d'estimer une CI50 a
partir de données qui n'indiquent que des effets
se situant en deca de 50 %. Par conséquent, pour
gu'une concentration inhibitrice a un pourcentage
d'effet donné soit valide aux fins
d'Environnement Canada, nous recommandons
gu'elle comporte au moins un point de données
qui soit supérieur a ce pourcentage™.

27 op (Microbics, 1983, n°® M 110) soutient que I'on peut
extrapoler avec un certain degré de certitude dans |'essai
Microtox, parce que cet essai mesure un taux d'activité
biologique plutdt qu'un effet par « tout ou rien » tel que la
mort de poissons dans un essai de létalité. Cette
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Les extrapolations peuvent fournir certains
renseignements, particulierement dansla
méthode de base ou la concentration la plus
€élevée est de 45 %; en effet, comme la CI50 la
plus éevée considérée comme valide se situereait
aenviron 45 %, on pourrait évidement dire dans
ce cas gque « la CI50 est supérieure a45 % ».
D'un autre cOté, il pourrait étre possible et utile
d'estimer la Cl20 plutdt que laCI50. Une Clp
obtenue par extrapolation pourrait servir a des
fins de comparaison générale, par exemple pour
établir le degré detoxicité relatif de divers
effluents. Tout résultat de ce type devrait étre
clairement qualifié de « prévu », « d'extrapolé » ,
ou d'un autre adjectif approprié.

4.9  Méthode applicable aux

échantillons colorés ou turbides

On devrait effectuer I'essai de toxicité sur
diverses concentrations de |'échantillon en
suivant la méthode habituelle, puis procéder a
une correction en utilisant |la méthode exposée ci-
apres. On emploie pour celala cuvette de
correction photométrique (Colour Correction
Cuvette ou CCC), qui est une cuvette adouble
paroi, c'est-a-dire formée d'un tube étroit inséré
dans un tube de dimensions normales; elles est
réutilisable et on peut selaprocurer chez DI.
Pour transférer du liquide sans former de bulles,
on se sert de la pipette d'aspiration fournie avec
la cuvette ou d'une autre pipette a pointe longue.
On ne peut utiliser cette méthode avec les
échantillons qui réfléchissent lalumiére, ni avec
['analyseur de modéle 500, qui nécessite des
volumes d'échantillons différents.

affirmation est vraie jusqu'a un point, maisil pourrait ne
pas étre toujours exact de supposer qu'une relation linéaire
a de faibles concentrations continue avec la méme pente a
de fortes concentrations, ou vice-versa. Par exemple, on
trouve dans Beckman (1982) quelques graphiques
logarithmiques non linéaires de la valeur de y par rapport
alaconcentration. Des analystes canadiens ont aussi
signalé I'obtention de telles courbes irréguliéres.



Unefois quel'essai ordinaire est fait avec
I'échantillon, on procéde comme suit :

a) Mettre 1500 pL de diluant dans la chambre
extérieure de la CCC et placer celle-ci dansle
puit C1. Mettre 1000 pL de diluant dans une
cuvette ordinaire dans le puit C2 et 1500 pL
dansle puit C4.

b) Introduire 1500 pL d'une concentration

donnée de I'échantillon dans une cuvette

standard dans le puit C3. Normaement, il

sagirait de la concentration la plus éevée qui

a donné des résultats utilisables dans |'essai

gue I'on vient de terminer, ou de la

concentration la plus proche de la CI50 que

I'on vient de déterminer. Attendre au moins 5

min pour que latempérature se stablise.

Ajouter 50 pL de réactif reconstitué ala
cuvette C2 et mélanger. Attendre au moins
10 min pour qu'il y ait stabilisation de la
bioluminescence.

d) A l'aide delapipette d'aspiration, déposer du
liquide de la cuvette C2 dans la chambre
intérieure de la CCC, jusgu'a un niveau égal a
celui du liquide de la chambre extérieure.

Placer la CCC dansle puit de latourélle.
Ajuster la cellule photoél ectrique pour que la
mesure soit de 90 % environ et enregistrer les
mesures jusgu'a ce qu'il soit évident quele
taux de diminution est stable, puis grader les
mesures des quatre derniéres minutes pour les
calculs.

f) Sansdéplacer laCCC, enlever lediluant dela
chambre extérieure au moyen de la pipette
d'aspiration, puistransférer 1500 L dela
concentration a expérimenter de la cuvette C3
alachambre extérieure. Enregistrer les
mesures de la bioluminescence jusqu'a ce
qu'il soit évident que le taux de diminuation
est stable; ici encore, on ne garde que les
mesures des quatre derniéres minutes pour les
calculs.
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Sans déplacer la CCC, enlever |'échantillon
delachambre extérieure al'aide de la
pipette d'aspiration, puislaremplir de
diluant provenant de la cuvette C4.

9)

h)  Sur I'enregistrement graphique, mesurer la
perte de transmission de lalumiere
attribuable al'échantillon au moyen dela
méthode graphique de AZUR (Microbics,
1988b). Lamesure faite sur I'échantillon (1;)
correspond simplement a la derniére mesure
enregistrée al'éapef) (en haut adroite). On
détermine par interpolation la transmission
delalumiére avec le diluant (Ip) au moment
de lamesure prise sur I'échantillon. Pour ce
faire, on trace des lignes droites sur trois
mesures apparaissant sur |'enregistrement
graphique : une ligne qui joint les dernieres
mesures (en haut a droite) faites aux étapes
€) et g), puis une droite tracée versle haut a
partir de la mesure finale (en haut adroite)
fateal'éapef). L'intersection de ceslignes
donne lavaleur Ip, soit latransmission dela
[umiére avec le diluant.

Sil y aplusieurs échantillons a analyser par la
technique de correction photométique, on peut
tous les traiter ala suite avant la deuxieme
mesure prise sur le diluant al'éape g). A cette
étape, une fois que I'échantillon est enlevé de la
chambre extérieure, on prend une mesure comme
précédemment, et ainsi de suite pour tous les
échantillons. Enfin, on termine I'étape g) en
prenant la mesure avec le diluant dans la
chambre extérieure. Les estimations graphiques
prévues al'étape h) se fondent sur une série de
lignes vertical es tracées d'aprés les mesures
finales de la bioluminescence des échantillons
(en haut a droite), en vue de déterminer une série
d'interpolations avec le diluant (Ip) devant servir
acorriger les mesures obtenues pour les
échantillons respectifs.

Lacorrection de la CI50 se fait au moyen de
constantes dérivées des proportions géométriques
de la cuvette de correction photométrique. SDI
recommande d'employer une calculatrice ou un



ordinateur pour faire les calculs (cf. 4.5.2). Les
formules de calcul manuel suivantes se
retrouvent dans BNQ (1987) et Microbics
(1988a), sous une forme légérement différente.

Calculer comme suit |'absorbance résultant de la
correction photométrique (A.) :

Ac=31In(l,/1)

Pour toute concentration soumise al'essai (C,),
calculer comme suit |'absorbance due a
I'échantillon (A,) :

A=A (C1C)

Convertir cette absorbance en latransmittance
prévue alaconcentration soumise al'essai (T,),
au moyen de laformule suivante :

Tx=(1-e™) /A,

Calculer unevaleur corrigéde vy (y.), apartir de
lavaleur de y calculée pour la concentration a
I'essai (y,), comme suit :

Yc:Tx(l+Yx)_1

~

ou:

A. = absorbance résultant de la correction
photométrique ala concentration C

A, = absorbance alaconcentration C,

C = concentration de |'échantillon utilisé pour

I'essai de correction photométrique
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C, = toute concentration (précisée) soumise a

I'essal

e= base deslogarithmes naturels

l,= bioluminescence au temps zéro

ls = bioluminescence aprés 5 min

I, = bioluminescence de I'échantillon utilisé pour

I'essai de correction photométrique (obtenue

sur I'enregistrement graphique)
bioluminescence du diluant utilisé pour
I'essai de correction photométrique
(obtenue par interpolation a partir de

I'enregistrement graphique)

T,= transmittance calculée ala concentration

C

v, = Vvaeury caculéeinitialement ala
concentration C,

Y.= Vvaleur corrigéedey

On se sert ensuite des valeurs corrigées de y aux
concentrations soumises a l'essai pour calculer
une CI50 corrigée. A cette fin, on suppose que
I'interférence de la couleur correspond a une
relation linéaire atoutes les concentrations, ce
qui pourrait parfois ne pas étre vrai. On pourrait
mesurer |'absorbance a chaque concentration,
mais cette lecture est rarement justifiée; on
pourrait tout au plus faire une nouvelle
vérification a une concentration élevée de
I'échantillon, comme on le mentionne dans
Beckman (1982).
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Section 5

M éthodes applicables a I'analyseur de modele 500

Toutes les méthodes de |a section 4 sappliquent a a) Dansl'analyseur de modéle 500, la plupart

I'analyseur Microtox de modéle 2055 qui était, des fonctions sont automatisées, y compris
jusgu'atout récemment, le plus couramment la descente d'une cuvette donnée dans la
employé dans |es |aboratoires canadiens. position de mesure de la bioluminescence,
Beaucoup des méthodes générales et des sur simple pression d'un bouton. Cette
principes décrits ala section 4 sappliquent caractéristique permet d'uniformiser plus
également au nouvel anayseur de modele 500 facilement la synchronisation et le rythme
(1989), maisil existe quelques différences. Elles des mesures. Toutefois, le nouveau modele
sont expliquées ci-apres et illustrées au tableau 2 peut é&re commandé manuellement, si on le
et alafigure 4. désire, pour toutes | es étapes utilisées avec
le modele 2055.

5.1 Principalesdifférences
b) Lemodée 500 peut contenir 30 cuvettes au

L es principal es différences entre les analyseurs lieu de 15. On peut ains anadyser trois
de modéles 2055 et 500 (cf. tableau 2) sont les échantillons simultanément, si on le désire.
suivantes :

Tableau 2 Comparaison des analyseurs Microtox des modéles 2055 et 500

Caractéristique N°de modéle

2055 500
Nombre de puits d'incubation 15 30
Réglage de I'étendue (SPAN) Manuel Automatique
Réglage de latempérature Manuel Automatique
Réglage du zéro Manuel Automatique
Vérification de la haute tension (HV) Manuelle Automatique
Vérification de I'étalonnage (CAL) Manuelle Automatique
Déplacement des cuvettes Manuel Non nécessaire
Point d'acces a un ordinateur Facultatif Présent
Point d'acces a un enregistreur Présent Présent
Vérification de latourelle Manuelle Automatique
Vérification des puits d'incubation Manuelle Automatique
Vérification del'air Manuelle Automatique

Réglage de la sensibilité Manuel Automatique




c) Lenouvel analyseur est congu de facon a
tramettre les données a un ordinateur ou aun
enregistreur graphique. Lelogiciel offert par
DI peut sadapter facilement et comporte de
nombreuses options permettant d'analyser
différentes séries de concentrations, de faire
des essais en double, de saisir les données
manuellement ou automatiquement, etc. On
peut également utiliser celogiciel sur
['analyseur de modéle 2055, si celui-ci est
doté d'une interface avec un ordinateur.

Le modéle 500 est semblable au modéle 2055 (cf.

figure 2), maisil possede des puits pour 30
cuvettes, il n'a pas de tourelle proéminente et il
ne comprend pas de boutons de réglage. Les
données de I'essai seraient vraisemblablerment
transmises a un ordinateur plutét qu'a un
enregistreur graphique.

AFFICHAGE

Figure4
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MESURE (READ)

5.2 Modifications particulieres des
méthodes

Dans un guide publié récemment (Microbics,
1992) AZUR donne une description détaillée de
lamarche asuivre. En général, lesliquides
utilisés et leurs quantités, ainsi que le
déroulement des opérations, restent tels que dans
les sections précédentes. Certaines étapes de la
méthode manuelle ne sont plus nécessaires; on
|es mentionne ci-dessous, par renvoi aux sections
antérieures correspondantes du présent
document. Certaines observations et
recommandations de portée général
accompagnent la description des modifications.

PYITS DU
REACTIF

PUITS DE
< MESURE

BOUTON DE
REGLAGE (SET)

Aspect del'analyseur de modéle 500 utilisé pour |'essai Microtox



3.2.2d) Il est probable que |'enregistreur
graphique ne sera pas |'option retenue par les
anaystes, étant donné qu'il est considéré comme
étant quelque peu dépassé pour e nouvel
anayseur. Le modéle 500 transmet les mesures a
un micro-ordinateur (cf. 3.2.2 €)) aux fins
d'enregistrement et de traitement ultérieur. On
peut également relever les valeurs photomériques
d'un affichage placé al'avant de I'analyseur et les
consigner alamain. Le modele 500 gjuste les
mesures a des valeurs rel atives comprises entre 0
et 199. Au coursdelanormalisation initiale, on
assigne lavaleur 0 aune mesure sans lumiére, et
une vaeur proche de 95 alamesure du blanc de
réactif.

4.2.1 a) ae) L'analyseur vérifie automatiquement
les températures et, Sil se produit des écarts par
rapport alatempérature désirée, un voyant
lumineux le signae al'anayste. L'appareil
effectue les étapes d'étalonnage lorsque I'on
presse le bouton SET (réglage).

4.2.2 Laversion 6.0 du programme informatique
de SDI permet I'emploi de différentes séries de
concentrations, tandis que les versions
antérieures de ce logiciel nécessitaient des
dilutions de moitié. Les utilisateurs de ces
versions feraient bien de se procurer le nouveau
logicidl.

4.3.2 b) Il es peu probable que les temps de
mesure soient indiqués sur un enregistrement
graphique. Si les données sont transmises

directement a un ordinateur, le programme
signale le moment approprié pour effectuer les
mesures. Sinon, on doit se servir d'un
chronométre.

4.5 a) et b) Lescaculsdu rapport du témoin et
delavaleur de y seront trés probablement faits
par un programme informatique (cf. 4.5.2).
L'analyste devrait obtenir un tracé produit par
I'ordinateur et vérifier tous les calculs et toutes
les données pour détecter des valeurs
invraisemblables. On devrait examiner toute
anomalie apparente, jusquarefaireles calculs ou
le tracé manuellement. En particulier, si laClp
est supérieure ala concentration la plus élevéee
soumise al'essai, ele n'est pas considérée comme
étant valide aux fins d'Environnement Canada.
Elle peut cependant étre qualifiée de

« provisoire », d'« extrapolée » ou d'un autre
adjectif du genre et servir adesfinsde
comparaison générale (cf. 4.8.5).

49 Dansle casdelatechnique de correction
photométrique, la méthode, les manipul ations et
les mesures sont semblables, dans I'ensemble, a
celles queI'on utilise avec le modéle 2055, &
I'exception de certains détails. Aucune analyse
graphique n'est effectuée a partir de mesures sur
un enregistrement graphique, maison calcule
arithmétiquement une valeur corrigée de |, que
I'on utilise dans |e programme pour évaluer la
CI50 ou laClp.



Section 6

M éthodes particulieres pour I'essai de produits chimiques

La présente section énonce des instructions
particulieres pour |'essai de produits chimiques,
qui viennent sajouter aux méthodes exposees
dansles sections4 et 5.

6.1 Propriétés, étiquetage et stockage
des échantillons

On devrait obtenir des renseignements sur les
propriétés du produit chimique a expérimenter,
notamment sa solubilité dans I'eau, satension de
vapeur, sa stabilité chimique, ses constantes de
dissociation et sa biodégradabilité. Il faudrait
consulter lafiche technique sur la sécurité
d'utilisation de ce produit, sil en existe une. Il
faudrait également recueillir et consigner les
autres renselgnements existants, par exemplela
formule structurelle, le degré de pureté, la nature
et le pourcentage des impuretés, les quantités
d'additifs et le coefficient de partage n-
octanol/eau®. Il faudrait en outre disposer d'une
méthode admissible de dosage du produit en
solution aqueuse dans I'intervalle prévu des
concentrations d'essai, ainsi que de données
relatives alaprécision et al'exactitude des
dosages. Lorsgue la solubilité dans |'eau du
produit chimique est douteuse, les méthodes
admissibles utilisées antérieurement pour la
préparation de solutions agueuses de ce produit
devraient étre consignées.

Les contenants devraient étre fermés
hermétiquement et, des réception, codés ou
étiquetés (nom du produit, founrisseur, date de

2 | a connaisance des propriétés du produit chimique aide
a déterminer les précautions particulieres requises pour sa
manipulation et pour les essais (p. ex., essais dans une
installation bien ventilée). L'information concernant la
solubilité et la stabilité du produit chimique est également
utile dans l'interprétation des résultats des essais.

réception, responsable des essais, etc.). Les
conditions de stockage (p. ex., température et
protection contre lalumiere) sont souvent dictées
par la nature du produit. Les modes opératoires
normalisés pour lamanipulation et e stockage
des produits chimiques doivent étre respectés.

6.2 Préparation des solutions d'essai

Sil fallait analyser un nouveau pesticide ou un
nouveau produit chimique d'une catégorie
semblable dans le cadre d'un programme officiel
de réglementation et d'homologation, les
reglements applicables pourraient exiger I'emploi
de répétitions des concentrations d'essai .

L'« échantillon » a analyser est une solution mere
ou une dilution de celle-ci, préparée en dissolvant
le produit chimique a expérimenter dans de |'eau
désionisée. On devrait mesurer la concentration
du produit chimique dans la solution (cf. 6.3) et
déterminer sa stabilité avant de commencer
I'essai. Les solutions meres sujettesala
photolyse devraient étre gardées a l'obscurite, et
les solutions instables doivent étre préparées peu
avant I'emploi. Lasalinité del'échantillon
devrait étre gjustée a2 % (cf. 4.2.2 c)) au début
del'essai. L'échantillon devrait satisfaire aux
exigences en matiere de couleur, de turbidite, de
pH et de teneur en oxygene dissous précisées
dans la sous-section 4.1. L'essai Microtox peut
ensuite étre effectué suivant la méthode
universelle décrite ala section 4.

Dans le cas de produits chimiques qui nhe se
dissolvent pas facilement dans |'eau, les solutions
meres peuvent étre préparées au moyen dela
technique de la colonne génératrice (Billington et
al., 1988; Shiu et al., 1988) ou, comme second
choix, par dispersion ultrasonique. Cette
derniére technique peut produire des gouttel ettes



non uniformes et de tailles différentes, dont
certaines pourraient migrer vers la surface du
liguide, ou encore des gouttel ettes n'ayant pas
toutes la méme biodisponibilité, ce qui pourrait
créer des variations de latoxicité. Elle pourrait
également avoir des effets sur latransmission de
lalumiére, qui constitue un facteur primordial
dans|'essai Microtox. On ne devrait pas utiliser
de solvants, d'émulsifiants ou de dispersants pour
accroitre la solubilité du produit chimique, sauf
dans les cas ou ces substances pourraient étre
incorporées avec ce produit dans des
formulations commerciales d'usage normal. Le
cas échéant, on devrait préparer une solution de
contréle supplémentaire renfermant la plus forte
concentration d'agent solubilisant qu'on retrouve
dans les solutions d'essai. Ces agents devraient
étre utilisés parcimonieusement : leur
concentration ne devrait pas dépasser

0,1 mL/L danstoute solution d'essai. Lorsqu'on
utilise des solvants, il est préférable d'utiliser les
produits suivants : diméthylformamide,
diméthylsulfoxyde®, triéthyléneglycol,
méthanol, éthanol et acétone (EPA, 1985).

29 Conserver le diméthylsulfoxyde sous sa forme liquide a
19° C ou plus. Siil était congelé et dégelé a plusieurs
reprises, sa toxicité pourrait saccroftre.
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6.3 Observations et mesuressur les
échantillons

Pendant la préparation de la solution mere, on
devrait I'examiner afin d'observer la présence et
['évolution du produit chimique (p. ex., odeur,
couleur et opacité de la solution, précipitation ou
floculation du produit chimique). Toute
observation devrait étre consignée.

Il est souhaitable de mesurer la concentration du
produit chimique dans la solution mére®. Des
aliguotes devraient étre préservées, stockées (si
nécessaire) et analysées au moyen des meilleures
méthodes éprouvées de la concentration du
produit chimique, on devrait |'utiliser pour
calculer et exprimer latoxicité, amoins que l'on
ait de bonnes raisons de penser que cette mesure
n'est pas exacte.

30 . . . .
Il n'est pas nécessaire de faire une analyse de ce genre

dans tous les cas, en raison des codts a engager, des limites
de I'analyse ou de I'existence de données techniques
antérieures indiquant que le produit chimique est stable en
solution dans des conditions semblables a celles qui
prévalent pendant la préparation de la solution et
I'exécution de I'essai. L'analyse est particulierement
recommandable si la substance a expérimenter est volatile
ou peu soluble, ou encore si elle précipite ou est adsorbée
par le contenant.



Section 7

M éthodes particulieres pour I'essai d'échantillons d'effluents, delixiviats

et d'élutriats

La présente section énonce des instructions
particulieres pour I'essai d'échantillons,
deffluents, de lixiviats et d'éutriats; ces
instructions viennent sajouter aux méthodes
exposées dans les sections 4 et 5. A noter que
certains essais sur des sédiments peuvent exiger
une analyse séparée de |'eau de porosité, selon la
marche a suivre indiquée pour les dutriats.

7.1 Etiquetage, transport et stockage
des échantillons

Les contenants utilisés pour le transport et le
stockage des échantillons d'effluents, de lixiviats
et d'élutriats doivent étre fabriqués de matériaux
non toxiques. Pour les échantillons de grand
volume devant subir des essais sur des
organismes plus gros en plus de I'essai Microtox,
on accordera la préférence a des contenants en
verre ou revétus de Teflon"'®, qui sont inertes et
n'adsorbent guere de produits chimiques. Les
contenants de polyéthylene ou de polypropyléne
qui servent au transport d'eau potable sont moins
intéressants, mais ils peuvent aussi étre utilises.
Pour les échantillons plus petits destinés a subir
uniquement I'essai Microtox, on recommande
d'employer des contenants de verre borosilicaté
munis d'un bouchon avis revétu de Teflon ou
d'un autre type de fermeture reconnu comme non
toxique.

Il est recommandé de prélever des échantillons
de500 mL &1L pour I'essai Microtox, de sorte
gu'on puisse en utiliser des parties pour lamesure
du pH initial, de I'oxygene dissous et d'autre
propriétés (cf. 4.1.2, 4.1.3 et 7.4). Les contenants
doivent étre neufs, ou encore nettoyés afond et
rincés avec de I'eau non contaminée; ils devraient
€galement étre rincés avec I'échantillon a
recueillir. 1l faudrait les remplir de maniére a
réduire lesvides dair.

Au moment du prélévement, chague contenant
doit étre fermé hermétiquement et étiqueté ou
codé. Lesrenseignements qui doivent figurer sur
|'étiquette comprennent au moinsletype et la
source de I'échantillon, la date et I'neure du
prélévement ainsi que le nom du ou des préposés
al'échantillonnage. Les échantillons recus par le
laboratoire dans des contenant non étiquetés ou
non codés ne devraient pas étre retenus pour les
essais. |l en est de méme pour ceux recus dans
des contenants partiellement remplis, car les
substances toxiques volatiles peuvent alors
séchapper danslevide dair. Par ailleurs,
lorsgu'on sait que lavolatilité ne pose pas de
probléme, ces échantillons pourraient faire |'objet
d'essal, aladiscretion de I'analyste.

L'essal des échantillons d'effluents et de lixiviats
devrait étre entrepris le plus t6t possible apres
leur préevement. Chague fois que possible, on
devrait commencer les essais moins de 24 h aprés
le prélevement des échantillons, et on doit le
faire moins de 72 h apres ce moment. Les
échantillons de sédiments ou de sols prélevés
pour extraction et essal de I'éutriat devraient
aussi faire l'objet d'un essai le plus tot possible; il
est recommandé de commencer |es opérations
d'extraction dans les deux semaines (de
préférence, dans la semaine) suivant
I'échantillonnage, et I'essai doit commencer au
plustard six semaines apres I'échantillonnage
(Environnement Canada, 1994). On devrait
suivre les méthodes établies par Environnement
Canada (1994) pour la préparation des éutriats.
L'essai des élutriats doit commencer moins de 72
h apres leur préparation ou dans les délais
indiqués dans le réglement ou le protocole
expérimenta pertinent.

Tous les échantillons d'effluents ou de lixiviats
devraient étre gardés au frais pendant le transport



(dela7° C, depréférencead +2°C). Au
moment du prélévement, les échantillons chauds
(plusde 7° C) devraient étre ramenés entre 1 et
7° C avec de la glace ou des sacs réfrigérants.
Au besoin, il faudrait utiliser de ces sacsou
d'autre moyens de réfrigération pour sassurer que
latempérature des échantillons demeure entre 1
et 7° C durant le transport. Les échantillons ne
doivent pas geler pendant le transport. Ils
devraient étre stockés a |'obscurité, dans des
contenants fermés hermétiquement, a4 + 2° C.
Les sous-échantillons a analyser devraient étre
ramenés a 15° C immédiatement avant |'essal.

Sauf indication contraire, latempérature pendant
le transport et |e stockage des dlutriats ainsi que
des échantillons destinés a l'extraction aqueuse et
al'essal ultérieur del'élutriat devraient étre
conformes aux indications ci-dessus.

7.2 Préparation des solutions d'essai

L es contenants d'échantillons doivent étre agités
vigoureusement juste avant d'étre vidés, afin
d'assurer laremise en suspension des solides
décantables. Les sous-échantillons (c.-a-d., les
échantillons répartis dans deux ou plusieurs
contenants) doivent étre mélangés ensemble, afin
d'assurer leur homogénéité. Sil est nécessaire de
poursuivre le stockage, I'échantillon composite
(ou un partie de cet échantillon) doit étre retourné
dans les contenants de sous-échantillons et stocké
(cf. 7.1) jusqu'au moment de |'utilisation.

Le pH et lateneur en oxygene dissous de
I'échantillon devraient étre vérifiés par rapport
aux limites précisees aux sections4.1.2 et 4.1.3.

Les essais de surveillance et de conformité
devraient normalement porter, au minimum, sur
une portion non diluée de I'échantillon (cf. 4.8.3)
et sur une solution de contréle. Les réeglements
peuvent exiger que I'on prévoie des répétitions de
la solution de contrdle, de toutes les
concentrations d'essai ou de certaines d'entre
elles. Lesessaisdetoxicité réalisés ad'autres
fins (p. ex., pour déterminer les sources de
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toxicité al'intérieur d'une usine, I'efficacité d'un
traitement ou les effets de la modification de
procédés sur latoxicité) peuvent, selon les
objectifs de I'étude, porter sur une seule
concentration ou sur des concentrations
multiples. Lesessais a concentration unigue sont
souvent un moyen économique d'établir la
présence ou I'absence de toxicité ou de faire une
évaluation préliminaire d'un nombre important
d'échantillons afin d'établir leur toxicité relative.

7.3 Eau dedilution

Pour les rgjets d'effluents en eau douce ainsi que
leslixiviats et élutriats contenant de I'eau douce,
le diluant décrit dans la méthode universelle
devrait habituellement étre utilisé pour les essais.
Normalement, il ne convient pas d'employer
comme eau de dilution de |'eau de surface
provenant de lacs, deriviéres et de ruisseaux en
vue de simuler les conditions locales®.

Il existe d'autres options pour les effluents rejetés
en mer et pour les dutriats obtenus en utilisant de
I'eau de mer, comme pour |'évaluation de
sediments marins. Le choix de I'option aretenir
dépend de I'objectif del'essai. Si I'on souhaite
obtenir un taux de toxicité « normalisé », on
devrait suivre laméthode universelle en se
servant du diluant Microtox ordinaire et dela
salinité habituelle de 2 %. Si I'on veut simuler
les conditions locales, la salinité de I'échantillon
et celle du diluant devraient correspondre acelle

3L 'essai Microtox ne simule pas les conditions précises
prévalant localement dans les plans d'eau douce, car il est
exécuté a une salinité fixe de 2 %. Par conséguent, les
estimations de la toxicité sont « normalisées » pour des
produits chimiques, des eaux usées, des sédiments ou des
substances solides en particulier.

Les polluants qui sont déja présents dans le milieu
récepteur peuvent gjouter leur toxicité a celle du produit
chimique ou des eaux usées qui font I'objet de I'analyse.
Lorsque c'est le cas, le diluant ordinaire non contaminé
donnerait une estimation précise de la toxicité d'effluent,
d'un lixiviat ou d'un élutriat, mais pas nécessairement de
son effet global dansla zone al'étude.



du milieu récepteur. Labactérie Vibrio fischeri
servant aux essais présente une bioluminescence
maximale dans l'intervalle de sdlinité de 2 a

3,7 %.

Il est recommandé d'utiliser de I'eau de mer non
contaminée, plutét que du diluant Microtox, si
I'échantillon lui-méme est composé
essentiellement d'eau de mer, par exemple un
élutriat d'eau de mer ou encore un lixiviat ou un
effluent d'eau salée. En effet labactérie produit
généralement beaucoup plus de lumiére dans de
I'eau de mer naturelle que dans le diluant, qui ne
contient que du chlorure de sodium, méme
lorsgue sa salinité est augmentée jusgu'au niveau
de celle de I'eau de mer.

Il serait beaucoup moinsindiquée dutiliser le
dilant Microtox pour I'essai d'un échantillon
constitué essentiellement ou en grande partie
d'eau de mer. En effet, comme la
bioluminesence serait plus élevée dans I'eau de
mer que dans une solution de NACI, il y aurait un
déséquilibre dans |'essai en ce qui concerne la
bioluminescence « de fond » dans les diveres
dilutions de I'échantillon. On ne résoudrait pas
ce probléme en augmentant la salinité du diluant
(2 %), al'aide de la solution MOAS ou de
chlorure de sodium, jusgu'a niveau normal pour
del'eau de mer, pas exemple 3,5 %, ou jusgu'ala
salinité de I'échantillon. On devrait gjuster la
salinité de cette fagon si I'on choisissait cette
option pour quelque raison que ce soit, maisil
serait préférable d'opter pour I'autre option
décrite dans | e paragraphe précédent, soit de
remplacer le diluant Mictotox par del'eau de
mer.

Si I'effluent, lelixiviat ou I'élutriat éait a base
d'eau salée, mais d'une sadinitéinférieure acelle
del'eau de mer, I'essai Microtox ne devrait pas
étre exécuté amoins de 2 % de salinité (sauf si
I'on voulait déterminer un ordre de grandeur trés
approximatif). La bioluminescence diminue
considérablement lorsque la salinité est réduite a
moins de 2 % (Krebs, 1983). Cependant, on
pourrait augmenter lasalinité de toutes les
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solutions d'essai jusgu'a plus de 2 %, mais en
decadelasainité del'eau de mer elle-méme,
préférablement au moyen de quantités
appropriées d'eau de mer non contaminée. Le
principe directeur dans tout essai de ce genre est
gue lasainité de I'eau de mer « naturelle »
devrait étre constante dans toutes les cuvettes.

7.4 Observations et mesures sur les
échantillons

Lacouleur, laturbidité, I'odeur et I'nomogénéité
(c.-a-d., laprésence de matieres flottantes ou de
solides décantables) des échantillons d'effluents,
delixiviats ou d'éutriats devraient étre observées
au moment de la préparation des solutions
d'essai. On devrait analyser les échantillons qui
contiennent une quantité importante de solides
pour déterminer leur teneur totale en particules
en suspension (APHA et al., 1989). La
précipitation, la floculation, le changement de
couleur, I'odeur ou les autres réactions au
moment de la dilution avec I'eau devraient étre
consigneés.

Si I'on craint quiil y ait interférence dans la
transmission de lalumiére a cause d'une

couleur vive ou de la présence d'une quantité
importante de solides ou de matiéeres flottantes ou
emulsifiées, il faudrait procéder a une correction
photomeétrique suivant la technique décrite ala
section 4.1.1 et ala sous-section 4.9.

7.5 Reésultats et calculs

Les essais de surveillance et de conformité aux
exigences réglementaires pourraient porter sur
une seule concentration et une solution de
controle (cf. 7.2). Lesrésultats de ces essais
dépendent toujours des objectifs de I'étude, mais
il pourrait sagir, notamment, de cotes arbitraires
de réussite ou d'échec fondées sur un pourcentage
de réduction de |a bioluminescence aune
concentration donnée. Pour les essais a
concentrations multiples, les résultats seraient la
CI50 comme le prévoit la sous-section 4.5.



Section 8

M éthodes particulieres pour I’essai d’ échantillons de

milieux récepteurs

Le lecteur trouvera ci-apres des instructions pour
I'essai d'échantillon de milieux récepteurs, qui
viennent sagouter aux méthodes exposees dans
les sections 4 et 5.

8.1 Etiquetage, transport et stockage
des échantillons

Les méthodes d'étiquetage, de transport et de
stockage des échantillons de milieux récepteurs
devraient étre conformes aux dispositions de la
section 7.1. Lesessais devraient étre misen
route le plus tét possible apres le prélévement des
échantillons, de préférence moins de 24 h et pas
plus de 72 h aprés I'échantillonnage.

8.2 Préparation des solutions d' essai

Les contenants devraient étre agités avant d'étre
vidés, afin d'assurer I'nomogénéité des
échantillons. Les sous-échantillons devraient
étre composés comme le prévoit la sous-section
7.2. Lorsque les échantillons contiennent
beaucoup de matiéres en suspension, on devrait
prendre les précautions décrites ala section 4.1.1.
Le pH et lateneur en oxygene dissous de
I'échantillon devraient étre vérifiés par rapport
aux limites précisées dans les sections 4.1.2 et
4.1.3.

8.3 Eau dedilution

Lorsgu'ils sagit d'eau douce de surface, on
devrait utiliser la méthode de base (universelle).
Pour les échantillons d'eau marine ou estuarienne
de surface, d'autres méthodes sont possibles.

Si I'échantillon de milieu récepteur est lui-méme
compose d'eau de mer, on n'gjoute pas de
solution MOAS al'échantillon. En pareil cas, on

recommande d'utiliser de I'eau de mer

« naturelle » non contaminée comme diluant,
c'est-a-dire comme eau de contrdle et de dilution
de échantillons. Le principe et la méthode sont
décrits plus en détail ala sous-section 7.3.

Si le milieu récepteur est estuarien, on doit
mesurer sasalinité et I'gjuster alahausse, sil y a
lieu, afin d'obtenir une salinité d'au moins 2 %,
nécessaire al'exécution de I'essai. Pour cefaire,
on peut utiliser de la solution MOAS ou des
cristaux de chlorure de sodium (NaCl), s onle
veut; cependant, il serait tres souhaitable quele
diluant contienne de |'eau de mer non contaminée
dont la salinité serait corrigée pour correspondre
acelledel'échantillon. Si I'échantillon de milieu
récepteur a une salinité supérieure a2 % mais
inférieure a celle de I'eau de mer, il serait
préférable d'utiliser comme diluant de I'eau de
mer non contamineée, diluée pour obtenir une
salinité égale a celle de l'échantillon. Encore une
fois, le principe directeur de toute manipulation
de ce genre est que chagque cuvette soumise a
I'essai devrait contenir |la méme quantité d'eau de
mer et |laméme quantité de NaCl, sil y alieu.

8.4 Observations et mesuressur les
échantillons

Lacouleur, laturbidité, le moussage, la
précipitation et les autres caractéristiques des
échantillons devraient étre observes
conformément aux dispositions de la sous-
section 7.4, pendant |a préparation des solutions
d'essal.

8.5 Reésultats et calculs

Les résultats des essais portant sur des
échantillons de milieux récepteurs devraient étre



conformes aux options et aux démarches prévues
dans les sous-sections 4.5 et 7.5.

Les essais de surveillance et de conformité
devraient normalement porter, au minimum, sur
une portion non diluée de I'échantillon

(cf. 4.8.3) et sur une ou plusieurs solutions de
contrdle. Lorsgu'il est probable que les
échantillons de milieu récepteur soient toxiques,
comme dans le cas de zones de mélange, et que
I'on désire obtenir des renseignements sur la
dilution additionnelle ou sur les améliorations

nécessaires pour obtenir des conditions
satisfaisantes, on devrait effectuer un essai pour
déterminer la CI50 conformément a la méthode
de base de la section 4. Souvent, les échantillons
d'eaux de surface ne seront pas suffisamment
toxiques pour produire une CI150. On peut alors
utiliser le systeme Microtox pour catégoriser les
eaux de surface en fonction de la perte de

bi oluminescence causée par un échantillon dilué
a 45 %, soit ala concentration la plus élevée que
I'on peut utiliser dans la méthode de base (Kaiser
et al., 19883, 1988b).



Section 9

M éthodes particulieres pour I'essai d'échantillons de sédiments et de

solides assimilés

On trouvera dans |la présente section des
instructions générales pour I'essai de liquides
provenant d'échantillons de sediments ou de
solides assimilés, comme les sols, ainsi que pour
I'essai Microtox « en phase solide ». Ces
instructions viennent sajouter aux directives
générales des sections 4 et 5. Dans la présente
section, le terme « sédiment » est employé pour
des raisons de commaodité, maisil inclut des
substances solides assimilées comme les sols et
les boues provenant d'installations industrielles
ou municipales, qui peuvent polluer les eaux de
surface ou nécessiter des s pour d'autres
raisons.

9.1 Geneéralités

On donneici des renseignements généraux sur
I'utilisation de I'essai Microtox pour des essais
avec des sediments et de I'eau extraite de
sediments. Le présent rapport ne vise pas a
fournir des instructions pour éudier les
sediments sur le terrain, pour les échantillonner
ou pour en extraire des liquides ou des matieres.
On trouvera dans un document d'orientation
d'Environnement Canada (1994) des
recommandations détaillées pour |e prélévement,
la manutention, le transport, le stockage et la
manipulation des sediments. 1l faudrait suivre
ces recommandations lorsgu'on prél éve des
échantillons de sédiments et qu'on les prépare en
vue d'un essai Microtox. D'autres conseils sur
ces gquestions sont fournis dans des livres
(Murdoch et Macknight, 1991), des études de
synthése (Giesy et Hoke, 1989; McL eay et
Sprague, 1991) et des méthodes normalisées
(ASTM, 19914, 1991b).

L'essai Microtox est généralement considéré
comme une méthode rapide et utile pour

comparer latoxicité d'extraits de sédiments
contaminés (Schiewe et al., 1985). Il est I'un des
guatre essais de toxicité dont on a recommandé
I'inclusion dans une série d'essais sur des
sediments, ala suite d'un étude de synthese
complete des essais disponibles (Giesy et Hoke,
1989). Une étude de 50 sediments provenant de
la cote de I'Etat de Washington aindiqué que
I'essai Microtox, un sur des embryons
d'huitres et un essai sur des amphipodes ont
produit des résultats concordants, mais qu'on
aurait avantage a utiliser divers essais; |'essai
Microtox a décelé latoxicité d'un nombre plus
€éleveé de sediments que chacun des deux autres
essais (Williams et al., 1986; Becker et al.,
1990). Une autre étude a montré que I'essai
Microtox et un de toxicité sur des embryons
d'échinodermes étaient les essais les plus
sensibles parmi sept s de sédiments évalués
(Pastorok et Becker, 1989). Strosher (1984) a
analysé 48 liquides surnageants de boues de
forage et a conclu que les essais sur des bactéries
luminescentes étaient plus sensibles, plus
reproductibles, plus rapides et plus économiques
pour évaluer latoxicité que deux essais sur des
jpoissons et un sur lagermination de
graines.

Brouwer et al. (1990) ont utilise I'essai Microtox
en phase solide afin d'analyser des sédiments du
port de Hamilton (Ontario). Ilsont constaté que
cet était plus sensible aux substances
toxiques hydrophobes, comme les biphényles
polychorés (BPC), qu'un autre Microtox
avec un éutriat liquide. De méme fagon, |'essai
en phase solide sest révélé plus sensible pour
I'essai sur des liquides extraits lors de I'analyse de
sediments provenant du port de Halifax (Tay et
al., 1991) et de plusieurs autres zones
industrielles du Canada (van der Geest, 1991).



9.1.1 Etiquetage, transport et stockage des
échantillons
Les techniques général es utilisées pour
I'éiquetage, le transport et le stockage des
échantillons de sediments devraient étre
conformes aux instructions de la sous-section
7.1. Ondevrait auss suivreles
recommandations additionnelles fournies par
Environnement Canada (1994). Leslimitesde
température sont celles qui sont indiquées ala
sous-section 7.1, et il est a souligner que les
échantillons ne doivent geler ni complétement, ni
partiellement, et ne doivent pas sécher
(Environnement Canada, 1994; ASTM, 1991b).

Pour les liquides dérivés de sédiments, il faudrait
utiliser les contenants et les méthodes de
manipulation décrits a la sous-section 7.1 au sujet
des élutriats. Lorsque I'on a utilisé un solvant
non aqueux pour extraire des substances, on
devrait se servir d'un contenant en verre pour
stocker e liquide obtenu, de sorte que ce
contenant ne soit pas modifié par le solvant et
gue le liquide n'absorbe pas de substances par
lixiviation.

Les essais devraient débuter le plus tot possible
apres e prélevement des échantillons. Les essais
en phase solide ou les procédés d'extraction
devraient commencer moins de deux semaines
apres |'échantillonnage et, de préférence, moins
d'un semaine apres le prél évement des
échantillons®. 1l faut commencer les essais avec
les liquides extraits de sédiments moins de 72 h
apres leur préparation, ou dansle délai précisé
dans le reglement ou le protocol e pertinent.

32| atoxicité et la géochimie des sédiments contaminés
provenant du port de Hamilton auraient changé aprés un
stockage de plus d'une semaine; cependant, les données
devant étayer cette affirmation n'ont pas été fournies
(Brouwer et al., 1990). L'exécution des essais dans les
deux semaines suivant I'échantillonnage est conforme aux
techniques normalisées actuelles des Etats-Unis (ASTM,
1991b) et aux récentes lignes directrices d'Environnement
Canada (1994) en raison des difficultés d'ordre pratique qui
se posent pour des périodes plus courtes, y compris le délai
nécessaire s'il faut effectuer des analyses chimiques
préliminaires.

43

9.1.2 Préparation des échantillons

Selon la nature des échantillons et |es objectifs de
I'essal, il se peut que I'on doive mélanger les
échantillons pour les rendre homogeénes avant de
procéder aux essais. Les cas échéant, on doir
sassurer de bien lefaire. Les sous-échantillons
(c.-ad., les échantillons répartis dans deux ou
plusieurs contenants) doivent étre mélangés
ensemble. Sil est nécessaire de poursuivre le
stockage, |'échantillon composite (ou une partie
de cet échantillon) devrait étre retourné dans les
contenants de sous-échantillons.

9.1.3 Observations et mesures sur les
échantillons
Pendant la préparation des solutions d'essai, on
devrait effectuer des observationsreativesala
couleur, alaturbidité, au moussage, ala
précipitation, etc., sur les sediments et sur tout
liquide provenant de ceux-ci, conformément aux
directives de la sous-section 7.4.

9.1.4 Sédimentsde contréle ou deréférence
Un ou plusieurs échantillons de sédiments de
contréle ou de référence doivent étre analysés
suivant laméme technique que les sediments a
I'étude. Bien que laméthode d'essal prévoie
['utilisation d'un témoin ne contenant pas de
substances provenant du sédiment al'étude,
I'expérience montre qu'il se peut que ce témoin
ne suffise pas pour effectuer une évaluation
acceptable delatoxicité. Leslaboratoires
d'Environnement Canada et d'autres organismes
constatent souvent des effets toxiques apparents
dans des sédiments non contaminés au cours
d'essal sur une suspension solide-liquide (cf. 9.3).
Par conséquent, pour chague essai d'un sédiment
ou d'une sé&rie de sédiments, il faudrait utiliser un
ou plusieurs sédiments de contréle ou de
référence comme échantillons, pour faciliter la
détermination d'un niveau « normal » ou de base.

A cettefin, il serait souhaitable de choisir un
sédiment de référence normalisé ou une série de
sédiments de référence ayant différentes
caractéristiques, gue I'on pourrait apparier aux
sediments a expérimenter. |l serait également
souhaitable de vérifier sil y ades différences



significatives dans les résultats obtenus avec les
sediments de référence et les sédiments a
expérimenter. L'essai d'un sédiment de contréle
ou de référence, ou d'un liquide extrait d'un tel
sediment, n'est pas nécessairement exigé dans les
méthodes de SDI, maisil fait partie intégrante de
la méthode exposée dans le présent document.
Les sédiments de contréle ou de référence
devraient étre semblables aux sédiments al'étude
en ce qui atrait aleurs caractéristiques physiques
et chimiques généraes. En particulier, il faudrait
tenter d'obtenir la méme répartition
granulométrique et le méme équilibre entre
substances organiques et inorganiques (ASTM,
19914, 1991b; McL eay et Sprague, 1991,
Environnement Canada, 1994).

Il n'y apas qu'une seule fagon d'utiliser les
résultats obtenus avec un sédiment de contréle ou
deréférence. Si celui-ci ne présente aucune
toxicité, les résultats obtenus avec le sédiment a
expérimenter sont considérés comme valides,
mais sil révéle une certaine toxicité, il ne semble
pas encore y avoir de méthode normalisée pour
corriger les résultats obtenus avec le sédiment a
expérimenter®, |l faudrait donc interpréter avec
circonspection les résultats obtenus avec celui-ci.
On pourrait effectuer des tests de signification
statistique, avec I'aide d'un statisticien, si I'on
dispose d'observations en double ou d'essais
répéteés.

9.2 Essai deliquides extraits de
sédiments ou de solides assimilés

Les substances toxiques provenant des sédiments
ou des sols peuvent passer ala phase agueuse et
avoir des effets sur les organismes présents dans
les eaux de surface; I'essai Microtox peut Savérer

33 Brouwer et al. (1990) ont effectué une correction de ce
genre en expriment la bioluminescence du sédiment a
expérimenter en tant que pourcentage de celle du sédiment
de contrdle ou de référence. Cependant, une seule
concentration de chaque sédiment a été mise a l'essai, et
cette technique ne semble pas avoir été utilisée pour un
essai a concentrations multiples.

utile pour analyser ces effets. La phase aqueuse
pourrait consister en un liquide provenant d'un
sol ou d'un sédiment (p. ex., del'eau
interstitielle), ou en un liquide utilisé pour traiter
['échantillon et en extraire d'éventuelles
substances toxiques (p. ex., un éutriat). Afin
d'obtenir cesliquide, on devrait suivre les
méthodes recommandées par Environnement
Canada (1994) pour I'extraction de |'eau de
porosité ou pour la préparation d'un éutriat.

Il existe quatre grandes catégories de liquides
extraits d'un sédiment en vue d'un essai de
toxicité :

1) Del'eau de porosité, c'est-a-dire de I'eau qui
remplit les espaces entre les particules et qui
pourrait se méler al'eau sous-jacente
formant le lac, lariviere, I'estuaire, etc. En
général, on I'extrait du sédiment par
centrifugation ou compression (cf. 9.3.2).

2) Del'eau non contaminée utilisée pour
obtenir un extrait aqueux des substances
contenues dans le sédiment (c.-a-d., un
élutriat), par exemple, en I'agitant avec un
échantillon.

3) Dudiluant Microtox ou de |'eau pure dont la
salinité a été gjustée et qui aservi a obtenir
un extrait agqueux de la maniére décrite au
point 2) ci-dessus.

4) Un solvant autre que del'eau (p. ex., un
solvant organique) utilisé pour extraire des
substances de I'échantillon de sédiment
(Schieweet d., 1985; True et Heyward,
1990).

On peut analyser les liquides appartenant aux
trois premieres catégories de la méme fagon que
I'on analyse un échantillon liquide ordinaire, en
suivant la méthode de base décrite ala section 4.
Il faudrait préter une attention particuliére atoute
difficulté créée par la couleur ou laturbidité (cf.
4.1.1et4.9).



Quant ala quatrieme catégoire, a savoir les
solvants, on recommande gue chacune des
cuvettes ait la méme teneur en solvant. Lateneur
en solvant du diluant dont on se servira pour
I'essai doit correspondre alaconcentration la
plus élevée présente danslesliquides a
expérimenter. L'effet du solvant, sil en produit
un, devrait alors étre le méme dans toutes les
cuvettes. Une autre méthode consiste ainclure
un controle renfermant la plus forte concentration
de solvant représentée dans|'essai, ainsi qu'un
contrdle sans solvant. |l serait souhaitable
d'effectuer un essai distinct afin de déterminer la
CI50 du solvant. Une marche asuivre
particuliére pour |'essai de solvants organiques
figure dans un manuscript de Microbics (1990),
et elle pourrait étre intégrée a des guides futurs.

9.2.1 Préparation des solutions d'essai

La composition de « sous-échantillons » de
liquides extraits de sédiments (p. ex., des extraits
successifs) devrait seffectuer conformément aux
directives de la sous-section 7.2 et aux
recommandations d'Environnement Canada
(1994). Les sous-échantillons ne devraient pas
étre composés si I'on voulait déterminer la
toxicité relative des extraits successifs. Pour les
échantillons présentant une couleur ou une
turbidité appréciable, il faudrait suivrela
méthode et prendre les précautions prévues ala
section 4.1.1 et ala sous-section 4.9. On devrait
vérifier le pH et lateneur en oxygene dissous des
échantillons par rapport aux limites prévues dans
lessections4.1.2 et 4.1.3.

Une foisle liquide obtenu, on prépare les
concentrations d'essai de la maniere habituelle
(cf. 4.2.2). Comme dansle cas des essais
deffluents, de lixiviats et d'éutriats, on pourrait
utiliser une seule concentration (et une solution
de contréle) pour éablir si les réglements sont
respectés, ou des concentrations multiples pour
déterminer la CI50 (cf. 7.2). On devrait
employer les mémes méthodes d'extration du
liquide et d'analyse pour le sédiment de référence
gue pour le sédiment a expérimenter.
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9.2.2 Eaudedilution

En ce qui concerne les échantillons d'eau douce
extraite de sédiments, on devrait suivrela
méthode de base (universelle).

Pour les échantillons de sédiments marins ou
estuariens, ou d'eau sal ée extraite de ceux-ci, on
pourrait utiliser d'autre méthodes. Si I'extrait est
essentiellement composé d'eau de mer, on
Nn'gjouterait pas de solution MOAS avant de
l'analyser. 1l serait préférable d'utiliser del'eau
de mer non contaminée comme eau de contréle et
de dilution des échantillons. On pourrait
également gjuster la salinité du diluant Microtox,
au moyen de solution MOAS, pour qu'elle
corresponde ala sainité de I'échantillon, maisil
est moins souhaitable de procéder ainsi.

Si I'eau extraite des sédiments présente une
salinité inférieure acelle de I'eau de mer d'une
eal estuarienne, on devrait mesurer sa salinité et
I'gjuster ala hausse, au besoin, pour qu'elle
atteigne au moins 2 %. Si I'échantillon d'eau a
une salinité supérieure a2 % maisinférieure &
celle de I'eau de mer non diluée, lasalinité du
diluant devrait étre augmentée pour correspondre
alamémevaleur. On devrait suivre pour ces
mani pul ations les méthodes décrites ala sous-
section 8.3.

9.2.3 Réaultatset calculs

Les résultats des essais de liquides dérivés de
sediments devraient étre conformes aux options
et aux méthodes décrites aux sous-sections 4.5 et
7.5.

9.3 Essai d'une suspension solide-
liquide

Une modification particuliere de la méthode
Microtox, appelée « essai en phase solide », est
offerte par SDI et peut sappliquer aux sédiments,
aux boues, aux sols et aux substances
semblables. Etant donné que cette méthode
prévoit un contact direct des bactéries avec les
matieres solides de |'échantillon, on dit qu'elle
permet de déterminer |a présence de substances



toxiques al'intérieur et ala surface des
particules. En fait, on goute un liquide au
sediment et les organismes sont mis en présence
d'une suspension; cet essai peut donc se
comparer en partie acelui d'un extrait agueux de
['échantillon.

Une version préliminaire de cette méthode a paru
au début de 1991 (Microbics, 1991b). On peut
sattendre a ce que certains détails soient
modifiés a mesure que I'on acquiert de
I'expérience dans |'exécution des essais; par
conséquent, seule latechnique générale est
présentéeici, et on recommande aux analystes de
se procurer les méthodes détaill ées exposant les
instructions les plus récentes de SDI.

En résumé, I'essai consiste & mettre en contact les
bactéries luminescenctes avec des suspensions
agueuses salines du sédiment a diverses
concentrations, pendant 20 min. Les matieres
solides sont retirées par filtrage et I'on garde le
liquide pendant 5 min additionnelles. On mesure
alorslaluminescnece du liquide, et I'on estime la
CI50.

9.3.1 Apparellage

L'essai est congu pour étre effectué au moyen de
I'analyseur de modele 500, avec traitement
informatique des données; on suit donc les
méthodes généraes de la section 5. Cependant,
on peut églement effectuer I'essai au moyen de
['analyseur moins récent de modéle 2055.

En plus des pipettes et des cuvettes afond plat
habituelles, des fournitures spéciales sont
nécessaires :

* Diluant pous I'essal en phase solide (Solid-
Phase Diluent);

 Tubes pour I'essai en phase solide (Solid-Phase
Tubes);

 Colonnesfiltrantes pour |'essai en phase solide
(Solid-Phase Filter Columns).
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9.3.2 Préparation dela substance a
expérimenter

Apres mélange, I'échantillon de sédiment est
centrifugé ou comprimé pour enlever |'eau libre
(interstituelle)* (ASTM, 1991b; Environnement
Canada, 1993). On mélange a nouveau les

solides avant |'utilisation.

Mettre dans un support dix tubes pou I'essai en
phase solide marquésde A1 aA5 et de B1 aB5.
Dans le tube B5, placer 400 mg du sédiment
préparé par extraction de l'eau.

9.3.3 Miseenroutedel'essai

Latechnique est décrite en détail par Microbics
(19914a) pour un essai simple utilisant une série
de neuf concentrations et un controle; on en fait
ici une description sommaire. Des méthodes ou
I'on utilise plusieurs controdles, des concentrations
en double, etc, sont décrites dans un autre
document de Microbics (1991b).

Introduire 1,0 mL de solution de
reconstitution dans une cuvette dans les
puits du réactif.

a)

b) Placer des cuvettes dansles puits A1 a A5,

et B1aB5.

Reconstituer une fiole de bactéries de la
facon habituelle (cf. 4.3.1 a)), en utilisant la
solution de reconstitution du puit du réactif,
puis retourner le réactif reconstitué dans ce
puit.

d) Verser leréactif reconstitué dans une
bouteille de diluant pour |'essai en phase
solide, et bien mélanger.

% on pourrait analyser cette eau en suivant les directives
de la sous-section 9.2. Certains laboratoires canadiens qui
ont utilisé I'essai Microtox en phase solide indiquent qu'il
décele une toxicité plus grande que ne le fait I'essai
Microtox sur de I'eau de porosité extraite par centrifugation
(Tay et al., 1991; van der Geest, 1991).



€) Ajouter 2,0 mL du mélange obtenu al'étape
d) a chacun des tubes pour I'essai en phase
solide placés sur le support (cf. 9.3.2), a
I'exception du tube contenant |e sédiment.

f) Régler un chronomeétre a 20 min et gjouter
4,0 mL du mélange contenant les bactéries
obtenu al'étape d) au tube pour I'essai en
phase solide B5, qui contient |'échantillon;
bien mélanger en agitant et en utilisant une
pipette.

Transférer 2,0 mL du tube B5 au tube B4,
puis 2,0 mL deB4 aB3 et ainsi de suite a B2,
B1, A5, A4, et A2, maispasaAl. Il faut
bien mélanger le contenu de chaque tube
avant de procéder au transfert. Jeter 2,0 mL
du tube A2, de sorte que chaque tube
contienne 2,0 mL. Laconcentration laplus
forte de matiéres solides est de 10 % dansle
tube B5, les concentrations décroissant selon
une dilution de moitié pour atteindre 0,039 %
dansle tube A2 et zéro dansle tube Al

9)

h) Lorsgue les 20 min sont écoul ées, filtrer le
contenu de chaque tube, I'un aprés|'autre, en
poussant une colonne filtrante al'intérieur du
tube®. Commencer par la concentration zéro
(A1) et continuer par ordre croissant de
concentration en terminant avec B5. Chague
fois, transférer 0,5 mL du filtrat liquide ala

cuvette portant le numéro correspondant.

i) Laisser leliguide reposer encore 5 min.
Régler I'analyseur, au moyen du bouton SET,
pour le liguide dans la cuvette A1, qui
contient le contrdle, et effectuer lamesure de
la bioluminescence. Prendre ensuite les

% Dansla plupart des cas, on utilisera probablement la
méthode normalisée de filtrage de SDI. On recommande
cette technique, qui permettrait de comparer les résultats de
différents laboratoires utilisant une méthode uniforme.
Cependant, Brouwer et al. (1990) signalent que, dans un
essai en phase solide, la centrifugation a permis de déceler
une toxicité au moins dix fois plus élevée que le filtrage,
pour tout diamétre de pore compris entre 0,1 et 8 um.

a7

mesures pour le liquide dans les autres
cuvettes, en allant de la concentration la
plusfaible (A2) alaplusforte (B5). Noter
les mesures ou les faire enregistrer par
I'ordinateur.

j) Répéter I'opération avec leou les
échantillons de sédiment de contrdle ou de
référence (sédiment « non contaming »).

9.3.4 Résultats et calculs

On effectue le calcul dela CI50 en utilisant la
méthode générale décrite ala sous-section 4.5.
Ce calcul est habituellement fait par le
programme informatique de DI (version 6.0), et
I'on vé&rifie manuellement Sil y ades erreurs et si
les valeurs obtenues sont vraisemblables.

Il faudrait souligner certaines caractéristiques de
cet essai. |l n'y apas de « mesure au temps

zé&ro » (l,) pour chacune des cuvettes. Lamesure
du contrdle (témoin) est considérée comme étant
alafoislamesure au temps zéro pour chague
concentration et celle du controle. Par
conséguent, le « rapport du témoin » (cf. 4.5 a))
est toujours de 1,0 et n'a pas besoin d'étre estimé,
s les calculs sont faits manuellement. Certaines
versions antérieures du programme informatique
de DI ne prévoyaient qu'une dilution de moitié
pour les concentrations, et I'on recommande aux
analystes d'utiliser laversion 6.0 du programme
ou une version plus récente.



Section 10
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Proces-verbal del'essai

Le proces-verbal del'essai devrait décrireles
substances et les méthodes utilisées, ainsi que les
résultats de I'essai. A partir de ce document, le
lecteur devrait étre en mesure de savoir s les
conditions et les méthodes utilisées rendent les
résultats admissibles pour I'utilisation prévue.

On peut citer les méthodes et conditions qui sont
communes a une série continue d'essais (p. ex.,
essais de toxicité courants ades fins de
surveillance ou de conformité) et qui sont
conformes aux dispositions du présent document;
on peut aussi présenter, en annexe, un rapport
général définissant |le mode opératoire normalisé.
Dans les cas ou des choix sont possibles, la
démarche retenue devrait étre pécisée. Le
rapport général devrait faire état des
renseignements méthodol ogi ques énumérés aux
section 10.2 210.4. Un rapport particulier
énoncant les résultats de I'essai devrait renfermer
les renseignements indiqués dans les sections
10.1 et 10.5. Des programmes de surveillance
particuliers pourraient exiger lamention de
certains é éments d'information dans le proces-
verbal del'essal (p. ex., le mode opératoire et les
résultats des essais exigeant un gjustement de la
sainité). Lesautres détails concernant la
réalisation et les résultats de I'essai qui ne sont
pas consignés au proces-verbal devraient étre
verses au dossiers du laboratoire, de sorte qu'on
puisse obtenir les renseignements voulus si une
vérification de I'essai Savére nécessaire.

10.1 Substance a expérimenter

a) Type, source et description de I’ échantillon
(produit chimique, effluent, lixiviat, éutriat,
milieu récepteur; sédiment ou autre substance
solide assimilée; lieu et méthode de
prélévement; détails sur la nature, I'aspect et
les propriétés de I'échantillon, ainsi que son
volume ou son poids).

b) Renseignements sur I'étiquetage ou le codage

de la substance a expérimenter.

Détails sur le modalités de prélévement, de
transport et de stockage des échantillons (p.
eX., échantillon instantané, discontinu ou
composite, description du contenant, et
température de |'échantillon alaréception et
pendant le stockage).

d) Identité delaou des personnes ayant prélevé
et/ou fourni I’ échantillon.

Date et heure du prélévement de |’ échantillon
et du début de I'essai définitif.

f) Toute mesure physico-chimique faite sur
['échantillon (p. ex., concentration du produit
chimique, couleur, teneur en matiéres en
suspension).

10.2 Organismessoumisa l'essai

a) Numeéro de série ou delot du réactif
bactérien.

b) Date de réception et température de
conservation.

10.3 Installations et appareillage

a) Nom et adresse du laboratoire.

b) Nom de la ou des personnes ayant effectué
l'essai.

Numéro de modéle de I'analyseur et
description de tout élément d'appareillage
non standard.



10.4 Meéthode et conditions d' essai

a)

b)

d)

f)

Q)

h)

Breve mention de la méthode utilisée, sil
sagit d'une méthode normaliseée [par
exemple, conforme au présent document ou
aux guides de Microbics (1988a, 1988b,
1989b)].

Teneur en oxygene dissous de I'échantillon a
expérimenter, avant et aprés |'aération
initiale, sil y alieu. Renseignements sur
|'aeration des solutions avant I'essai (le cas
échéant, indiquer le débit, ladurée et le mode
d'application).

Résultats de toute autre analyse chimique de
la solution mére ou des solutions d'essai, et
méthodes d'analyse utilisées.

M éthode utilisée pour la préparation de la
solution mére et des solutions d'essai de
produits chimiques.

Détails sur tout gjustement de la salinité des
échantillons.

Détails sur I'échantillonnage et le stockage, s
I'on a utilisé de I'eau de mer non contaminée
pour diluer les échantillons.

Concentrations soumises al'essai, y compris
celles des solutions de contrdle, et nombre de
cuvettes pour chague concentration.

Aspect des solutions d'essai et tout
changement survenu pendant |'essai.

Température observée dans la section
d'incubation de I'analyseur de toxicité.
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i)

K)

pH de I'échantillon et description de tout
gustement du pH.

Heure des observations pendant |'essai.

10.5 Reésultatsdel'essai

a)

b)

f)

9)

Résultats de I'essai de détermination de
I'ordre de grandeur (Sil y en aeu un).

Code utilisé pour identifier I'enregistrement
graphique des donnés, sil y alieu.

Mesures de la bioluminescence au temps
z&o.

Pourcentage d'inhibition de la

bi ol uminescence dans chaque solution d'essai
(y compris les solutions de contréle) a chaque
observation.

Résultats de I'essai de correction
photomeétrique (perte de transmission de la
lumiére causeée par la couleur et les autres
propriétés de I'échantillon).

CI50 et limites de confiance a 95 %, avec la
méthode de calcul et les valeurs des variables
intermeédiares importantes.

CI50 et limites de confiance a 95 % pour le
ou les produits toxiques de référence,
déterminés moins d'un mois de |'essai ou au
moment d'utiliser pout la premiére foisun
nouveau lot de réactif bactérien, et moyenne
géométrique (x 2 fois I'écart-type) des
résultats obtenus antérieurement au
laboratoire pour le ou les méme produits.
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Membres du Groupe intergouvernemental sur latoxicité aquatique et
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Gouvernement fédéral (Environnement Canada)
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Protection de I'environnement
Dartmouth (N.-E.)
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St. John’s (T.-N.)
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Dartmouth (N.-E.)
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Dartmouth (N.-E.)

S.J. Wade
Dartmouth (N.-E.)

D. Vaughan
Dartmouth (N.-E.)

N. Bermingham
Longueuil (QC)

C. Blaise
Longueuil (QC)

G. Elliot
Edmonton (Alb.)

R. Watts
North Vancouver (C.-B.)

S.G. Yee
North Vancouver (C.-B.)

D.J. Moul
North Vancouver (C.-B.)

K. Day
Institut national de recherche sur les eaux
Burlington (Ont.)

A.K. Kwan
Institut national de recherche sur les eaux
Ottawa (Ont.)

C. Boutin
Service canadien de la faune
Ottawa (Ont.)

J. Osborne
Bureau de la gestion des déchets
Ottawa (Ont.)

M. Bonnell
Direction de la santé des écosystemes
Ottawa (Ont.)

D. MacGregor

Direction des affaires réglementaires et de l'intégration
des programmes

Ottawa (Ont.)
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Direction de dévelopment technologique
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G. Sergy
Direction du développement technologique
Edmonton (Alb.)

Gouvernement fédéral
(Péches et Océans Canada)

R. Stevens
Direction de I'océanographie et des contaminants
Ottawa (Ont.)

Gouvernements provinciaux

C. Bastien
Ministére de I’Environnement du Québec
Ste-Foy (QC)

S.G. Abertnethy
Ministére de I'Environnement de I'Ontario
Rexdale (Ont.)

C.M. Neville
Ministére de I'Environnement de I'Ontario
Rexdale (Ont.)
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Ministére de I'Environnement de |'Ontario
Rexdale (Ont.)

|..R. Smith
Ministére de I'Environnement de |'Ontario
Toronto (Ont.)

G. Westlake (président)
Ministére de I’ Environnement de I’ Onatrio
Rexdale (Ontario)

B. Bayer
Ministére de I'Environnement du M anitoba
Winnipeg (M anitoba)

J. Somers
Ministére de I’ Environnement de I’ Alberta
Vegreville (Alberta)
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K. Smiley
Alberta Environmental Centre
Vegreville (Alb.)

S. Horvath

Ministére de I’Environnement et de la Colombie-
britannique

Vancouver (C.-B.)

G. van Aggelen

Ministéere de I'Environnement et de la Colombie-
britannique

North Vancouver (C.-B.)
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Adressesdel’administration centrale et des bureaux r égionaux
d'Environnement Canada

Administration centrale Région del’Ontario

351, boulevard Saint-Joseph 4905 rue Dufferin

Place Vincent-Massey 2 '*me étage

Hull (Québec) Downsview (Ontario)

K1A OH3 M3H 5T4

Région del’ Atlantique Région desPrairies et du Nord
15° étage, Queen Square Twin AtriaNo. 2, piece 210

45, promenade Alderney 4999-98° avenue

Dartmouth (Nouvelle-Ecosse) Edmonton (Alberta)

B2Y 2N6 T6B 2X3

Région du Québec Région du Pacifique et du Y ukon*
105 rue McGill 224, rue Esplanade ouest

8 '*™ étage North Vancouver (C.-B.)
Montréal (Québec) V7M 3H7

H2Y 2E7

* Un programme informatique en BASIC pour le calcul de
la CL50 existe et peut étre reproduit sur une disquette
formatée de 13 cm compatible IBM, fournie par
I"utilisateur. Pour se procurer ce programme,
communiquer avec le Laboratoire de toxicité aquatique a
cette adresse.
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Annexe B

Exemple de format possible pour la présentation desrésultats des essais
Microtox (D'apres Beckman, 1982)

N° D'ECHANTILLON . S.o. . PRELEVE PAR s K.W.
DATE O 10 22
SOURCE Z‘h SO..!. - 4 H? O'Rq G,,_C:(,LJJ%QKE"- HEURE 10 oD
RESULTATS TOXIQUE E‘( NONTOXIQUE O y Max.S:O. pouR LA CONCENTRATION _S.0.
GRAPHIQUE &~
CALCULATRICE OO ¢ ( min *C) O % D'ECHANTILLON [0 mgL
FACTEURDE CONFIANCE O AuTRE
LIMITES DE CONFIANCE A
COMMENTAIRES

. " . . - ,
DONNEES SUR L'ECHANTILLON  TYPE (EFFLUENT, LIXIVIAT, ETC.)?rOdLUT C”\l’*ﬂiquﬂ. ?U-?‘l;t‘-

DATE DELESSAl _ 10 . e . Z2 HEURE
COULEUR Auwcume CORRECTION REQUISE ©OUl [0 NON l?l/
TURBIDITE Aucune SEPARATIONREQUISE OUl O NON IB/

pHINTIAL Sl pour | 7 pauster _S.0.  avec S.0.
AJUSTEMENT DE LAPRESSION OSMOTIQUE ~ MOAS [0 NaGl B AUTRE e
PREMIERE DILUTION DE L'ECHANTILLON | 7o 4 di lu:Li on e 1/50

ANALYSTE K. W. N° DE LOT DU REACTIF M- 1 O 299

COMMENTAIRES _pouur‘ obtemir Q&L con cenit cationy e 'n'H' LJ

multiplier da C | A, 5.4 — 3B+, 4

TABLEAU DES RESULTATS OBSERVES ET CALCULES
MESURE MESURES FINALES
il D i
g | gy | B1: A(5)=
B1___| o(rémom) 90,3 [ 39221 32.3] LI |1 o= 0O, 600
C1__] O{TEMOmNy 2%.51 43, (L5 60,3 | CORRECTIO o LS SORBANCE
SOMME DES MESURES (TS 42,3, . _S.0.
MOYENNE DES RAPPORTS DES TEMOINS Rsl= | Aps= | A= k= S.0.
- ®  -A0- 0. B1%|CL0BI0.RY |c. _ 2.0
T TE | CONCENTRATION - ESSAIDEFINITIF | MESURE | MESURESFINALES T-EFFETBAT)
DTEII?LHOANN' (PRECISER L'UNITE DE MESURE) ImlTrlo‘}LE;g it B raal%?ﬁ 1) | vs | v &0 |1‘C(_)
B2_| 3,9 ma/k, 90 (B3 53, 1 UL, F )51 [, 2434 0,30
¢ |33 Y C B 166,31 54,9 434 [o, ) O, 3ei5
I 19022, (2,3 13,4 | 15,3 16,25200,99302,313
L T W 5Bl 6!, | (34,4 |15, 0,228,000 |2 265
B4 |23, 3 28.9|46,5]13.¢ | 4,2.10,L2314 4012, 5B
o 1333 90 |43 [I4,0| 5,0/0,@254,130]i],
JB 100 B4 Ay, 3| 4, 1,6 |1284] 12,04 [23,5)
(& 166 35, [a,91 5,00 1,23 |2.0@12,44]3,.0%
CI:D(i_min,Tﬁ‘C) GH"PH‘QUE_ 50\0 lle {«:L{'
CALCULATRICE
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